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Introdução: O linfoma de Hodgkin clássico (LHc) é a neoplasia linfóide mais 
comum em adultos jovens. Trata-se de doença curável em 75% dos casos, porém 
25% dos pacientes vão apresentar doença refratária ou recidivada com pior 
evolução. Diferente de todas as neoplasias humanas, as células malignas do LHc, 
denominadas Reed-Sternberg (RS), compõe 1 a 5% de toda a massa tumoral, 
sendo o restante composto por células inflamatórias normais. As células de RS 
perpetuam-se em meio a este microambiente devido à incapacidade do sistema 
imune em reconhecê-las e combatê-las. Linfócitos T reguladores (LTR) são 
moduladores importantes do microambiente em doenças linfoproliferativas e tem 
a capacidade de limitar a função dos linfócitos T efetores (LTE). Já foi descrito 
que, no microambiente tumoral, os LTR estão aumentados e os LTE diminuídos. 
Mas o comportamento destas células no sangue periférico de pacientes com 
neoplasias ainda não está bem explicado. Portanto, compreender qual o papel do 
desequilíbrio imunológico no LHc é crucial para o desenvolvimento de novos 
fatores prognósticos e alvos terapêuticos. Objetivos: Quantificar os LTR e LTE no 
sangue periférico e microambiente de pacientes com LHc. Correlacionar a 
presença dos LTR e LTE no microambiente tumoral com o sangue periférico. 
Correlacionar a presença do EBV nas células RS com a quantificação destas 
subpopulações de linfócitos T. Avaliar a importância da presença do EBV, dos 
LTR e LTE na resposta ao tratamento dos pacientes com LHc. Avaliar o impacto 
do tratamento na quantificação de linfócitos T reguladores e TH17 de pacientes 
com LHc. Casuística e Método: Foram recrutados para este estudo, 
prospectivamente, 60 pacientes diagnosticados com LHc entre março de 2009 e 
março de 2013 em dois serviços de Hematologia distintos da cidade de São Paulo. 
Foram incluídos, também, 19 controles saudáveis recrutados no banco de sangue 
do Hemocentro da UNIFESP após serem aprovados para doação. A quantificação 
de LTR e LTE foi avaliada por citometria de fluxo utilizando os anticorpos CD3, 
CD4, CD25, FOXP3, GITR e IL17 e por imunoistoquímica utilizando o anticorpo 
FOXP3. Resultados: A quantificação de células T CD4+FOXP3+ e CD4+GITR+ 
foi maior em pacientes que nos controles (36,92 – 23,5%; p=0,009 e 39,63 - 
14,3%; p<0,0001 respectivamente). O tratamento do LHc reduz a quantificação de 
linfócitos T CD4+GITR+ (19,44 - 16,8%; p=0,036). A contagem de linfócitos T 
CD4+FOXP3+, CD4+CD25highFOXP3+ e CD4+IL17+ é maior nos pacientes que nos 
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controles (32,1 – 24,24%; p=0,009, 31,28 – 21,79%; p=0,037, 32,9 - 18,71%; 
p=0,002 e 33,00 – 18,53; p=0,001, respectivamente). Os pacientes com sintomas 
B apresentaram quantificação de linfócitos CD4+FOXP3+ no microambiente maior 
(p=0,032). Conclusões: Houve correlação positiva e significante entre a 
quantificação de LTR circulante e no microambiente e o estadiamento avançado 
da doença e entre a quantificação de LTR e LTE circulantes nos pacientes e nos 
controles. Não houve correlação da quantificação de LTR e LTE no sangue 
periférico ou no microambiente com a presença do vírus EBV nas células de RS 
ou entre a quantificação de LTR e LTE em sangue periférico e a quantificação de 
LTR no microambiente tumoral dos pacientes estudados. O tratamento quimio e 
radioterápico diminuiu a quantificação de LTR e LTE circulantes.  
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O linfoma de Hodgkin (LH) é a neoplasia linfóide mais comum em adultos 
jovens, com mediana de idade ao diagnóstico de 38 anos e 40% dos pacientes 
com menos de 35 anos ao diagnóstico (Diefenbach e Steidl, 2013). Trata-se de 
doença curável em 75% dos casos, porém 25% dos pacientes vão apresentar 
doença refratária ou recidivada com pior evolução. Aproximadamente 50% dos 
pacientes recidivados podem ser resgatados com transplante autólogo de células 
tronco hematopoiéticas (TCTHa), porém até 15% destes pacientes possuem 
prognóstico muito ruim e são refratários às terapias usuais (Sarina et al., 2010).  
Estudos clínicos e biológicos mostraram que o LH abrange duas entidades 
nosológicas distintas: linfoma de Hodgkin clássico (LHc) que corresponde a 95% 
dos casos e linfoma de Hodgkin predomínio linfocitário nodular com incidência de 
apenas 5% (Stein et  al., 2008).  
Nos últimos 30 anos, os avanços no tratamento do LHc possibilitaram 
ótimos desfechos clínicos, apesar disto, ainda ocorrem 1.300 mortes por ano, nos 
Estados Unidos da América (EUA), decorrentes da doença (Diefenbach e Steidl, 
2013). Associado a isso, está o fato de que o tratamento ainda impõe ao paciente 
uma gama de efeitos colaterais, entre eles as neoplasias secundárias (Brenner et 
al., 2008 e Diefenbach e Steidl, 2013).  
O vírus Epstein-Barr (EBV) tem papel na linfomagênese do LHc, estudos 
mostram o vírus infectando as células de Reed-Sternberg (RS) em 30 a 100% dos 
casos dependendo das condições socioeconômicas e geográficas (Souza et al., 
2010). Em estudo realizado na população brasileira, Souza et al, em 2010, 
mostraram uma incidência de 52% de LH EBV relacionado. O EBV parece ter 
papel importante no escape imunológico das células RS, participando no 
recrutamento de linfócitos T CD4 com papel imunossupressor, os linfócitos T 
reguladores (LTR), para o microambiente tumoral (Marshall et al, 2007). 
Diferente de todas as neoplasias humanas, as células malignas do LHc, 
compõe apenas 1 a 5% de toda a massa tumoral, sendo o restante composto por 
células inflamatórias normais, como neutrófilos, eosinófilos, macrófagos e 
principalmente linfócitos (Hjalgrim et al., 2003). As células de RS perpetuam-se 
em meio a este microambiente devido à incapacidade do sistema imune em 
reconhecê-las e combatê-las. Os mecanismos pelos quais as células de RS 
conseguem “burlar” o sistema imunológico ainda se mantêm, em grande parte, 
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desconhecidos (Cruz-Merino et al., 2012). Desde a primeira descrição histológica 
do LH, em 1902, pelos médicos Dorothy Reed e Carl Sternberg, o estado 
anérgico característico dos pacientes com LH intriga seus investigadores (Stone, 
2005 e Reed, 1902). 
Os linfócitos T CD4+ naive podem se desenvolver em pelo menos quatro 
tipos conhecidos de linfócitos T. A saber: T helper 1(TH1), T helper 2 (TH2), T 
helper 17 (TH17) e T regulador (LTR). Os LTR são derivados de uma linhagem 
anti-inflamatória de células T e foram primeiramente definidos com fenótipo 
CD4+CD25high, mas estudos subsequentes identificaram a proteína FOXP3 
(forkhead box P3) como um marcador altamente específico para essas células, 
além dele, outros dois marcadores foram identificados para os LTR, a CTLA-4 
(cytotoxic T lymphocyte associated protein 4) e a GITR (glucocorticoid-induced 
TNFR related protein)  (Magenau et al, 2010 e Afzali et al., 2007). Os LTR são 
moduladores importantes do microambiente tumoral, já que são capazes de 
limitar a resposta inflamatória dos linfócitos T efetores (Tzankov et al., 2008). 
As células TH17 são linfócitos T CD4+ efetores (LTE), têm um papel 
importante nas doenças autoimunes e inflamatórias e participam na imunidade 
antitumoral. Contudo, a natureza destas células ainda é pouco entendida no 
microambiente tumoral e no sangue periférico de pacientes com neoplasias 
(Martin-Orozco et al, 2009). Porém, já foi mostrado que os linfócitos efetores 
(TH17) que infiltram os tumores estão associados a melhor prognóstico em 
humanos, pois participam da imunidade antitumoral (Kryczek et al., 2009).  
A depleção dos LTR através da utilização de anticorpos anti-CD25 e/ou 
anti-CTLA4 foi utilizada em pacientes com melanoma metastático e observou-se 
uma restauração da imunidade antitumoral com regressão do tumor (Basten et al., 
2008). Em contra partida, a expressão forçada de IL-17 nas células tumorais de 
cobaias pode suprimir a progressão tumoral por meio do aumento da resposta 
imune antitumor (Kryczek et al, 2009). 
Já foi descrito que, no microambiente tumoral, os LTR estão aumentados e 
os TH17 diminuídos. Mas o comportamento e a importância destas células no 
sangue periférico de pacientes com neoplasias ainda não estão bem explicados. 
A imunoterapia anti-tumor é atraente devido ao seu alto potencial de 
especificidade celular tumoral, poupando as células saudáveis que circundam o 
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tumor. Contudo, uma das barreiras para a aplicação clínica desta modalidade 
terapêutica é a falta de possibilidades de monitoramento imune por meio do 
sangue periférico. 
Neste contexto, o melhor entendimento das relações complexas entre os 
linfócitos T reguladores e efetores no sangue periférico e a compreensão dos 
mecanismos pelos quais o microambiente protege as células malignas de RS do 
ataque imune é crucial para o desenvolvimento de novos alvos terapêuticos no 
LHc. 
 
1.1 Justificativa do estudo 
 
Este estudo tem como objetivo quantificar os linfócitos T reguladores e 
efetores no sangue periférico e no microambiente de pacientes com Linfoma de 
Hodgkin clássico diagnosticados na UNIFESP e no Hospital Santa Marcelina no 
período de março de 2009 a março de 2013 e correlacionar com a presença do 
Vírus Epstein-Barr, com dados clínicos e com o microambiente e avaliar o efeito 
do tratamento quimio e radioterápico nestas subpopulações.  
A presença de células reguladoras em permeio às células malignas no 
microambiente tumoral confere pior prognóstico em diversos tipos de neoplasias 
como no adenocarcinoma de próstata e no hepatocarcinoma, por outro lado, as 
células efetoras determinam melhor prognóstico.  Poucos estudos foram 
conduzidos quantificando estas subpopulações de linfócitos T CD4+ no sangue 
periférico de pacientes com neoplasias. Em um deles, Fong et al, em 2012, 
avaliaram, por citometria de fluxo o sangue periférico de 24 pacientes com 
glioblastoma multiforme (GBM) e concluíram que a diminuição da população de 
LTR no sangue periférico de pacientes após a infusão de vacinas de células 
dendríticas se correlacionou com melhor prognóstico. Estes linfócitos podem 
suprimir a resposta imune patológica e fisiológica contribuindo, assim, para a 
manutenção da autotolerância imunológica e para a falência da resposta 
antitumor. A utilização de anticorpos anti-CD25 e/ou anti-CTLA4 em pacientes 
com melanoma metastático, possibilitou a restauração da imunidade antitumoral 
com regressão do tumor. Por outro lado, alguns estudos têm sugerido que a 
depleção de LTR através de uma possível reprogramação destas células para 
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TH17 poderia ser uma estratégia de imunoterapia antitumoral. Entretanto, ainda 
faltam estudos abordando este tema no LHc, principalmente correlacionando a 
influência do EBV na quantificação destes linfócitos T reguladores e efetores no 
sangue periférico e determinando o impacto do tratamento quimio e/ou 
radioterápico nesta quantificação.  
Desde o desenvolvimento da primeira vacina, a medicina moderna tem se 
focado em melhorar a eficácia da resposta imune (Schaer et al, 2010). Nos 
últimos anos, vários estudos têm se voltado ao entendimento do microambiente 
tumoral de diversas neoplasias com o intuito de desenvolver marcadores 
prognósticos e alvos terapêuticos. No LHc, as células de RS se perpetuam em 
meio a um ambiente inflamatório graças a sua capacidade de “manipular” o 
sistema imune. Mas não é apenas o microambiente que apresenta um 
desequilíbrio imunológico, o paciente como um todo se encontra em um estado 
anérgico. Portanto, compreender os mecanismos pelos quais o microambiente 
protege as células malignas de RS do ataque imune e qual o papel do 
desequilíbrio imunológico no LHc é crucial para a identificação de novos fatores 
prognósticos e o desenvolvimento de novos alvos terapêuticos. 
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2.1 Objetivo Geral 
Avaliar a quantificação de LTR e LTE circulantes e em material de biópsia 
de pacientes com LHc e compará-la com indivíduos controles e avaliar o 
efeito do tratamento quimio e radioterápico nestas subpopulações de 
linfócitos T. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
1. Avaliar se existe correlação entre a quantificação de LTR e LTE em sangue 
periférico e as características clínicas de pacientes com LHc. 
2. Avaliar se existe correlação entre a quantificação de LTR no microambiente 
tumoral e as características clínicas dos pacientes com LHc e a 
quantificação de LTR e LTE em sangue periférico. 
. 
 
 
 
  
3. REVISÃO DE LITERATURA 
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3.1 Linfoma de Hodgkin clássico 
 O linfoma de Hodgkin clássico (LHc) é uma neoplasia linfóide monoclonal 
de origem B composta por células de RS que residem em um microambiente 
inflamatório. Este microambiente é composto por células não neoplásicas como 
linfócitos, eosinófilos, neutrófilos, histiócitos, plasmócitos e fibroblastos (Stein et 
al., 2008 e Ma et al., 2008). As células de RS expressam caracteristicamente os 
marcadores imunoistoquímicos CD15 e CD30 no LHc o que confirma o 
diagnóstico (Diefenbach and Steidl, 2013).  
O LHc apresenta maior incidência em adultos jovens e representa 30% de 
todos os linfomas (Stein et al., 2008). Trata-se de uma doença curável em cerca 
de 75 a 80% dos casos, porém 25% dos pacientes vão apresentar doença 
refratária ou recidivada. Aproximadamente 50% dos pacientes com doença 
refratária ou recidivada após quimioterapia de primeira linha tem boa resposta ao 
tratamento com transplante autólogo de medula óssea (TAMO). Contudo, 10 a 15% 
dos casos têm prognóstico ruim após o TAMO e são refratários às terapias 
habituais (Sarina et al, 2010). É neste grupo de pacientes que o estudo de novos 
marcadores prognósticos e alvos terapêuticos se torna essencial.  
 
3.2 Histórico 
O linfoma de Hodgkin foi descrito pela primeira vez por Thomas Hodgkin 
em 1832 no artigo “On Some Morbid Appearances of the Absorbent Glands and 
Spleen” (Hodgkin, 1832). Em 1865, Sammuel Wilks escreveu um artigo detalhado 
sobre a doença e utilizou pela primeira vez o epônimo “doença de Hodgkin”.  Em 
1898, Carl Sternberg fez a primeira descrição histológica do LH e, em 1902, 
Dorothy Reed descreveu detalhadamente as células gigantes características da 
doença (Stone, 2005; Reed, 1902). Em 1972, com o advento da poliquimioterapia 
o LH passa a ser uma doença curável (Bonadonna et al, 1975). Antes da 
poliquimioterapia, o LH era uma doença com alta mortalidade – sobrevida global 
menor que 10% em cinco anos. Com a introdução do protocolo MOPP 
(mecloretamina, vincristina, procarbazina e prednisona), nos anos 1970, a 
remissão completa e a sobrevida aumentaram consideravelmente (Brenner et al., 
2008).  Durante a década de 1970, investigadores italianos montaram um 
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protocolo de tratamento com doxorrubicina, vimblastina, bleomicina e dacarbazina 
(ABVD) que foi o primeiro regime de poliquimioterapia capaz de curar os 
pacientes com LHc refratários ao regime MOPP e desde então nenhum 
tratamento de primeira linha tem se mostrado superior ao ABVD (Santoro e 
Bonadonna, 1979 e Connors et al., 2011). 
 
3.3 Subtipos histológicos 
Baseado nas características do infiltrado inflamatório e, até certo ponto, na 
morfologia da células de RS, quatro subtipos histológicos são definidos no LHc: 
Esclerose nodular, celularidade mista, rico em linfócitos e depleção linfocitária 
(Stein et  al., 2008). 
Esclerose nodular é o subtipo mais frequente (70% dos casos nos EUA) e 
se define pela presença de bandas de colágenos que circundam pelo menos um 
nódulo e células de RS com morfologia lacunar (Stein et al., 2008). 
Celularidade mista é o segundo subtipo mais comum (20 a 25% dos casos 
nos EUA) e tem como característica a presença de células de RS dispersas em 
um infiltrado inflamatório misto difuso (Stein et al., 2008). 
O subtipo rico em linfócitos apresenta células de RS dispersas em um 
infiltrado inflamatório predominantemente composto de pequenos linfócitos e 
compreende aproximadamente 5% dos LHc (Stein et al., 2008). 
Por ser um subtipo muito raro do LHc (menos que 1% dos casos), a 
definição de depleção linfocitária passou por muitas mudanças nas últimas 
décadas. É um subtipo difuso, rico em células de RS e com poucos linfócitos no 
infiltrado inflamatório (Stein et al., 2008). 
 
3.4 Estadiamento 
O estadiamento clínico do LHc segue a última classificação internacional 
que foi proposta em 1989, durante um encontro realizado em Cotswolds, 
Inglaterra, que envolve a avaliação da extensão da doença por meio de 
informações obtidas da história clínica, exame físico e exames de imagem. A 
classificação de Cotswolds é uma modificação da classificação de Ann Arbor de 
1971 (Lister et al., 1989) (Quadro 1). 
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Quadro 1. Estadiamento segundo Cotswolds  
Estadiamento   
I Envolvimento de uma região linfonodal única ou estrutura 
linfóide ( baço, timo, anel de Waldeyer) 
  
II Envolvimento ≥ 2 regiões linfonodais no mesmo lado do 
diafragma; número de sítios extra-nodais deve ser indicado 
por um sufixo; ex II3 
 
III Envolvimento de regiões linfonodais de estruturas em ambos 
os lados do diafragma 
 
III1 Com ou sem linfonodos portais, celíacos e hilar esplênico  
III2 Com nódulos mesentéricos, iliacos e paraaorticos  
IV Envolvimento de sítios extra-nodais além dos designados em 
E 
Anotações:                                                   
A = sem sintomas          
B = febre, sudorese noturna, perda de peso.   
X = doença Bulky = mediastino > 1/3  ou massa tumoral > 
10cm 
E = Envolvimento extranodal único ou contíguo ou proximal à 
região nodal 
 
 
                                                                                                Lister et al., 1989.  
 
3.5 Fatores prognósticos 
Embora, desde o início da década de 70, com a introdução da 
poliquimioterapia e radioterapia, o LH tenha se tornado uma doença 
potencialmente curável (Bonadonna et al., 1975), hoje, o estadiamento e a 
presença de alguns sintomas sistêmicos são a melhor forma de predizer a 
resposta ao tratamento nestes pacientes.  
Os fatores prognósticos desfavoráveis para os pacientes em estadio I e II, 
ou seja, pacientes com doença localizada, foram definidos, primeiramente, em 
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1982, pela Organização Européia para Pesquisa e Tratamento do Câncer 
(EORTC) e são eles: 1) idade superior a 50 anos, 2) VHS (velocidade de 
hemossedimentação) maior do que 50 mm em pacientes assintomáticos, 3) VHS 
maior do que 30 mm em pacientes com sintomas B, 4) grande massa mediastinal 
e 5) doença localizada em mais de três regiões linfonodais acometidas (Tubiana 
et al, 1989). A partir de 1988, o Grupo Alemão para Estudo de Hodgkin (GHSG) 
passou a usar três categorias de prognóstico: doença localizada favorável (sem 
fatores de mau prognóstico), doença localizada desfavorável (com fatores de mau 
prognóstico) e doença avançada (Sieber et al, 2000). 
No caso de pacientes com doença avançada, ou seja, aqueles 
classificados como estadio III e IV, são utilizados outros fatores prognósticos, que, 
conjuntamente, receberam o nome de International Prognostic Score (IPS) 
(Hasenclever, Diehl, 1998). O IPS identifica sete fatores prognósticos e cada um 
deles contribui para um decréscimo de 7% na sobrevida livre de progressão (SLP) 
em cinco anos, como mostra o Quadro 2. São eles: 1. Albumina sérica menor que 
4g/dl; 2. Hemoglobina menor que 10.5g/dl; 3. Sexo masculino; 4. Estádio IV; 5. 
Idade acima de 45 anos; 6. Contagem de leucócitos maior ou igual a 15000/mm3 
e 7. Contagem de linfócitos menor ou igual a 600/mm3 e/ou contagem linfocitária 
inferior a 8% (Hasenclever, Diehl, 1998).  
No entanto, apesar destas classificações prognósticas terem facilitado 
bastante a comparação de grupos em estudos e serem utilizadas para avaliação 
clínica dos pacientes, elas não permitem avaliar com precisão a resposta do 
paciente à terapia (Steidl et al, 2010). Neste contexto, se explica a constante 
busca por novos marcadores prognósticos. Recentemente um grupo canadense 
identificou a presença de macrófagos associados ao tumor (TAMs) como um fator 
de mau prognóstico (Steidl et al., 2010). Após esta publicação, outros grupos 
mostraram resultados conflitantes em relação ao prognóstico (Azambuja et al., 
2012 e Kamper et al., 2011). Em 2012, o grupo de estudos do LH da UNIFESP, 
estudou os TAMs através da marcação de CD68 no microambiente tumoral do 
LHc e não verificou impacto na sobrevida global e livre de progressão (Assis, 
2012). Há alguns anos, a tomografia computadorizada por emissão de pósitrons 
(PET-CT) tem sido útil no acompanhamento dos pacientes com LHc. Mais 
recentemente, o uso do ínterim PET-CT como marcador de prognóstico mostrou 
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grande impacto na SLP (Cerci et al,2010). Entretanto, este método ainda esbarra 
na falta de especificidade e no alto custo (Diefenbach e Steidl, 2013). 
 
Quadro 2. Sobrevida livre de progressão e sobrevida global em cinco anos de acordo com o 
número de fatores prognósticos para doença avançada 
Score % SLP em cinco anos % Sobrevida Global 
0 84 90 
1 77 90 
2 67 81 
3 60 78 
4 51 61 
≥ 5 42 56 
Hasenclever, Diehl, 1998 
 
3.6 O vírus Epstein-Barr e o LH 
 O vírus Epstein-Barr (EBV) pertence à família dos gamma herpes vírus e 
está associado etiologicamente a algumas neoplasias tais como o linfoma de 
Burkitt, o linfoma de Hodgkin, o linfoma pós-transplante, o linfoma associado ao 
vírus da imunodeficiência adquirida (HIV) (Pagano, 2002) e o carcinoma de 
estômago e de nasofaringe (Elliot, 1995). O EBV é amplamente disseminado, 
visto que mais de 90% da população adulta é soropositiva para o vírus (Marshall 
et al, 2007). 
No final dos anos 80, a associação entre o vírus Epstein-Barr (EBV) e o LH 
foi confirmada através de estudos moleculares, utilizando-se as técnicas de 
Southern-Blot e PCR (reação em cadeia de polimerase) (Anagnostopoulos et al., 
1989; Weiss et al., 1989). 
O EBV tem papel importante na patogênese do LHc. Estudos mostram a 
presença do EBV infectando as células de RS em 30 a 100% dos casos 
dependendo de condições socioeconômicas e geográficas (Souza et al, 2010). 
Incidência aumentada de LHc EBV relacionado é encontrada em crianças, idosos, 
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nos subtipos celularidade mista e depleção linfocitária e em pacientes de países 
em desenvolvimento (Kanakry et al 2013). O EBV parece também ter papel 
importante no escape imunológico das células RS, participando do recrutamento 
de linfócitos T CD4 com função reguladora para o microambiente tumoral 
(Marshall et al, 2007). Esse recrutamento transforma o ambiente ao redor das 
células de RS em um meio com alto potencial imunossupressor, inibindo a função 
imune através da secreção de IL-10, do contato célula-célula e da molécula 
CTLA-4 (Jiang et al, 2009).  A presença da LMP (latente membrane protein) 1 nas 
células de RS do LHc EBV relacionado, parece ser responsável pela indução local 
de linfócitos T reguladores (Marshall et al, 2007). 
 
3.7 Microambiente tumoral 
Diferente de todas as neoplasias humanas, as células malignas 
denominadas Reed-Sternberg (RS) compõe apenas 1 a 5% de toda a massa 
tumoral, sendo o restante composto por células inflamatórias normais, como 
neutrófilos, eosinófilos, macrófagos e principalmente linfócitos (Hjalgrim et al, 
2003). O microambiente tumoral é uma rede complexa de interações celulares e 
moleculares onde células com resposta imune inata e adaptativa têm função 
determinante (Tripodo et al, 2010).  
As células de RS têm papel fundamental no comando do microambiente 
tumoral e perpetuam-se em meio a este em função da incapacidade do sistema 
imune em reconhecê-las e combatê-las (Cruz-Merino et al, 2012). Os 
mecanismos pelos quais as células de RS conseguem enganar o sistema 
imunológico e escapar da apoptose ainda se mantêm, em grande parte, 
desconhecidos (Cruz-Merino et al., 2012). Porém, existem evidências de que as 
células do micro ambiente são atraídas por quimiocinas produzidas pelas células 
RS, muitas vezes estimuladas pelo EBV, e que, em troca, as células inflamatórias 
produzem citocinas que mantém as células RS vivas e se proliferando (Ma et al, 
2008). Além disso, mediadores inflamatórios solúveis são produzidos em 
abundância pelas células de RS e estão envolvidos na atividade quimiotática e no 
recrutamento de granulócitos, mastócitos e macrófagos para este ambiente (Cruz-
Merino et al, 2012). 
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Linfócitos T CD4+CD25highFOXP3+ são moduladores importantes do 
microambiente em doenças linfoproliferativas, já que são capazes de limitar a 
resposta inflamatória dos linfócitos T efetores por intermédio da liberação de IL-10 
e TGF-β, inibindo a resposta imune antitumor (Cruz-Merino et a., 2012 e Tzankov 
et al., 2008). Tipos diferentes de tumor têm diferentes microambientes e a 
assinatura genética de cada microambiente tem se mostrado determinante na 
fisiopatologia e no prognóstico de diversas neoplasias hematológicas (Tripodo et 
al, 2010). O melhor entendimento desta complexa rede de interações celulares 
pode contribuir para o desenvolvimento de terapias alvo específicas. 
 
3.8 Linfócitos T reguladores 
Os linfócitos T CD4+ naive podem se desenvolver em pelo menos quatro 
tipos conhecidos de linfócitos T, são eles: T helper 1(TH1), T helper 2 (TH2), T 
helper 17 (TH17) e T reguladores (LTR) a depender das citocinas circundantes 
(figura 1) (Afzali et al., 2007). As células T reguladoras são derivadas de uma 
linhagem anti-inflamatória de células T (Afzali et al., 2007) as quais foram 
primeiramente definidas com fenótipo CD4+CD25high, no entanto, estudos 
subsequentes identificaram a proteína FOXP3 como um marcador altamente 
específico para essas células em cobaias e humanos (Magenau et al, 2010). Além 
destes marcadores, os LTR apresentam outros dois marcadores de superfície 
associados a fenótipo e função regulatória, o CTLA-4 e o GITR (Beyer e Schultze, 
2006).  
Há pelo menos duas formas de LTR, embora a relação entre elas seja 
incerta (Wang e Ke, 2011). Há os LTR que ocorrem naturalmente e expressam 
um alto nível de GITR e moléculas de FOXP3 (Sakaguchi, 2004) e os LTR 
antígeno-específicos induzidos adaptativamente (Wang e Ke, 2011).  
Os LTR desempenham um papel importante na modulação da resposta 
imunológica celular contra agentes infecciosos, nas doenças autoimunes, no 
câncer e na doença do enxerto versus o hospedeiro (DECH) (Danese et al, 2007; 
Gandhi et al, 2006; Di Ianni et al, 2011). O LTR tem habilidade de inibir 
ativamente linfócitos T CD4 e CD8, NK (natural killer), células dendríticas e 
linfócitos B pelo contato célula-célula e por meio de citocinas (Beyer e Schultze, 
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2009). Além disso, são capazes de suprimir a proliferação de linfócitos T naive e 
efetores por meio da indução de senescência das células T (Ye et al., 2012). 
O aumento dos LTR tem sido observado em sangue periférico e amostras 
tumorais de pacientes com diversos tumores sólidos como o adenocarcinoma de 
cólon, o carcinoma de nasofaringe e o glioblastoma multiforme (GBM), além de 
doenças infecciosas, e esses achados correlacionam-se com pior prognóstico 
(Basten et al, 2008). Já a deficiência de LTR está associada a doenças 
autoimunes fatais (Elias et al., 2008). 
No estudo de Fong et al, em 2012, com 24 pacientes com GBM, verificou-
se que o acréscimo na contagem de LTR no sangue periférico destes pacientes 
após a infusão de vacinas de células dendríticas se correlaciona com pior 
prognóstico. O que possibilita inferir que pacientes com menor contagem de LTR 
após tratamento com vacinas antitumorais tem resposta imune mais eficaz e 
consequentemente sobrevida mais longa.  
Presicce et al, em 2011, estudaram a frequência de LTR no sangue 
periférico de pacientes infectados pelo HIV (vírus da imunodeficiência humana) e 
concluíram que os pacientes infectados cronicamente pelo HIV e sem tratamento 
tinham contagem de LTR maior que indivíduos saudáveis, mostrando que a 
infecção pelo HIV tem efeito na frequência e função dos LTR e que os LTR são 
poupados pelo vírus em comparação a outros linfócitos T CD4+. Além disso, este 
estudo mostrou que o tratamento antirretroviral muda o padrão de expressão e 
função dos LTR (Presicce et al., 2011). 
Estes linfócitos com função reguladora podem suprimir a resposta imune 
patológica e fisiológica contribuindo, assim, para a manutenção da auto tolerância 
imunológica e no caso do LHc para a falência da resposta anti-tumor (Wang e Ke, 
2011). A depleção ou bloqueio dos LTR pode aumentar a resposta imune 
evocada por auto antígenos associados ao tumor (Wang, 2011). A utilização de 
anticorpos anti-CD25 e/ou anti-CTLA4 em pacientes com melanoma metastático, 
possibilitou restauração da imunidade antitumoral com regressão do tumor 
(Basten et al, 2008).  
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3.9 GITR 
O glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor (GITR) pertence à 
superfamília do fator de necrose tumoral (TNF) e estimula tanto a imunidade inata 
quanto a adquirida (Nocentini e Riccardi, 2009).  Apesar do tratamento com 
dexametasona ter sido fundamental na descoberta do GITR, hoje se sabe que 
esta droga não tem impacto na expressão de GITR em humanos e em cobaias 
(Schaer, Murphy e Wolchok, 2012). Essa proteína age como um receptor 
coestimulador para linfócitos T reguladores e efetores (Azuma, 2010). 
A população de linfócitos T CD4+CD25+GITR+ e/ou CD4+GITR+ representa 
um subtipo de LTR com grande ação supressora.  
Em pacientes com miastenia gravis, a porcentagem de linfócitos T 
CD4+CD25+GITR+ no sangue periférico é menor que em controles saudáveis, e 
em pacientes infectados pelo plasmodium vivax, a atividade imunossupressora se 
correlaciona com o número de células CD4+CD25+GITR+ no sangue periférico 
(Nocentini et al., 2012).  
A interação entre a proteína GITR e seu ligante (GITRL) em sítios de 
inflamação induz a produção de citocinas específicas resultando em ativação e 
migração de células reguladoras ou efetoras, a depender da intensidade do 
estímulo TCR (Azuma, 2010; Schaer, Murphy e Wolchok, 2012). O sistema 
GITR/GITRL participa do desenvolvimento da resposta autoimune e inflamatória e 
potencializa a resposta à infecção e tumores (Nocentini e Riccardi, 2009). A 
modulação da GITR/GITRL pode ser útil em várias situações clínicas. No 
tratamento do câncer, a ativação do GITR é sugerida baseada na possibilidade de 
que esta ativação acontece em vários tipos de células que podem agir em 
sinergia para combater o tumor (Nocentini et al., 2009).  
Ainda faltam estudos que comprovem a ação dos LTR - 
CD4+CD25HighFOXP3+ e CD4+GITR+ - no sangue periférico, no prognóstico dos 
linfomas, especialmente do LHc. 
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Figura 1. Figura esquemática mostrando as quatro subclasses de linfócitos T CD4
+
. Abreviaturas: 
IFN: interferon, TNF: fator de necrose tumoral, TGF: transforming growth factor, IL: interleucina, 
TH1: linfócitos T CD4
+
 helper 1, TH2: linfócitos T CD4+  helper 2, LTR: linfócitos T CD4
+
 
reguladores e TH17: linfócitos T CD4
+
  helper produtor de IL-17.  
 
3.10 Linfócitos T efetores 
As células TH17 são linfócitos T CD4+ efetores que produzem IL-17 e têm 
função importante nas doenças autoimunes e inflamatórias (Kryczek et al, 2009). 
Trata-se da mais nova linhagem identificada de linfócitos T CD4 helper (Hirota et 
al, 2010). Além da IL-17, a célula TH17 também produz IL-17F, IL-21 e IL-22 
(Danese S et al., 2007). A IL-17 (também conhecida como IL-17A) foi identificada 
em 1995 como uma citocina produzida pela célula T de memória CD45RO+ e que 
tem múltiplas funções pró-inflamatórias (Voo et al., 2009; Afzali et al., 2007). A IL-
17A é responsável pela restauração da imunidade celular e age como uma ponte 
entre a resposta inata e adaptativa (Danese et al., 2007). 
É interessante notar que os LTR e os LTE podem se originar da mesma 
célula, e a sua diferenciação, para um dos dois tipos, ocorre em resposta à 
presença da combinação da citoquina imunorreguladorasTGF-β (transforming 
growth factor beta) e da pro-inflamatória IL-6 no microambiente (Yang et al., 2009 
e Korn et al., 2009). Isso sugere que a geração de TH17 é uma questão de 
equilíbrio entre sinais anti e pró-inflamatórios (Tripodo et al, 2010). O aumento da 
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IL-6 pode levar a redução da indução de FOXP3 pelo TGF-β, mas também a 
associação da IL-6 com o TGF-β promove aumento expressivo da produção de 
IL-17 pelos linfócitos T naive, caracterizando a linhagem de células TH17 (Hirota 
et al, 2010 e Korn et al., 2009). Além da IL-6, estudos demostram que a IL-21, um 
membro da família das IL-2, suprime a expressão de FOXP3 pelo TGF-β e que, 
em associação ao TGF-β, a IL-21 induz produção de IL-17 pelos linfócitos T (Korn 
et al., 2009).  
A natureza destas células é pouco entendida no microambiente tumoral 
(Martin-Orozco et al, 2009). Já foi mostrado que os linfócitos T efetores que 
infiltram os tumores estão associados a melhor prognóstico em humanos e que a 
expressão forçada de IL-17 nas células tumorais de cobaias pode suprimir a 
progressão tumoral por meio do aumento da resposta imune antitumor (Kryczek et 
al, 2009). Kryczek et al, em 2009, demonstraram associação negativa entre a 
presença de LTE e LTR em pacientes com câncer de ovário, isto é, quando há 
aumento dos LTR há diminuição dos LTE. Além disso, mostraram que a célula 
TH17 está associada à proteção imunológica nos pacientes com neoplasias, o 
que justifica a investigação de terapias baseadas na indução de linfócitos TH17 
nos pacientes com câncer (Martin-Orozco et al, 2009).  
 
3.11 A razão LTR/TH17 
Para entender melhor a relação entre a resposta imune reguladora e 
efetora e o desequilíbrio imunológico presente no LHc é preciso olhar para a 
razão destas células no paciente com câncer.  
O desenvolvimento de LTR e LTE está interconectado através do TGF-β e 
das IL-6 e 21. Somente a combinação de TGF-β e IL-6/IL-21 pode induzir a 
células T naive a uma produção substancial de IL-17 (Braga et al, 2012). Alguns 
estudos experimentais sugerem uma relação recíproca entre a ação efetora do 
TH17 e a reguladora dos LTR (Ratajczak et al, 2010).  
Zhao et al, em 2013, demostraram que a razão TH17/LTR em pacientes 
com câncer de pulmão se correlacionou negativamente com o estádio da doença 
e que este balanço anormal entre células T reguladoras e efetoras pode ter papel 
importante no desenvolvimento da doença. Além disso, a quantificação da razão 
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TH17/LTR se mostrou um marcador de DECH (doença do enxerto versus o 
hospedeiro) em humanos (Ratajczak et al, 2010) e de inflamação em pacientes 
diabéticos tipo 1 (Ryba-Stanislawowska et al, 2013). Por outro lado, a ação anti-
inflamatória dos LTR e pro-inflamatória dos LTE tem efeito antagônico na 
progressão da fibrose hepática em pacientes com hepatite B (Li et al, 2012).  
A IL-6 induz a geração de células TH17 e inibe a diferenciação dos LTR a 
partir de células T naive por intermédio do TGF-β (Kimura et al, 2010). Samson et 
al, em 2012, demostraram que a inibição da função da IL-6 através do receptor de 
anticorpo anti-IL-6 – Tocilizumab – corrige o desequilíbrio entre TH17 e LTR em 
pacientes com artrite reumatoide, o que promove melhora da doença (Samson et 
al, 2012). 
A razão LTR/LTE (regulador/efetor) ainda não foi bem estudada no LHc 
mas alguns estudos mostraram que a razão LTR/linfócitos T citotóxicos tem 
influência no prognóstico de pacientes com LHc (Koreishi et al., 2010; Alvaro et al., 
2005). 
 
3.12 Os LTR, os LTE e o LHc 
Em 2008, Tzankov et al, realizaram estudo que avaliou a associação entre 
a contagem de LTR em linfonodos de 280 pacientes com LHc e o prognóstico. 
Neste estudo foi observado que o aumento de células CD4+CD25highFOXP3+ no 
microambiente tumoral pode influenciar positivamente a sobrevida de pacientes 
com LHc. Além disso, Koreishi et al, em 2010, descreveram que a relação 
LTR/linfócito T citotóxico é importante fator prognóstico no LHc 
refratário/recidivado, dados que corroboram o estudo de Álvaro et al de 2005. 
Neste mesmo estudo, foi possível demostrar que a razão de LTR e linfócitos T 
citotóxicos se correlacionou com a presença do vírus EBV. Em contrapartida, 
Assis et al, em 2012, em estudo com 130 pacientes, não demonstraram influência 
no prognóstico do aumento de LTR no microambiente tumoral de pacientes com 
LHc. Já Schreck et al em 2009, observaram que a proporção aumentada de 
LTR/Th2 influencia negativamente a sobrevida de pacientes com LHc. 
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3.13 Imunoterapia no LHc 
Pacientes com LHc tem uma imunodeficiência celular bem estabelecida. O 
início desta imunodeficiência precede a doença, piora com a progressão do 
linfoma e melhora após a remissão da doença (Kennedy-Nasser et al, 2011). 
Como já discutido anteriormente o LHc depende de inúmeros mecanismos de 
evasão imune para se manter proliferando. Isto posto, a possibilidade de vencer 
pelo menos alguns destes mecanismos pode proporcionar melhora da imunidade 
antitumoral (Kennedy-Nasser et al, 2011).  
Uma das formas mais longevas e bem sucedidas de imunoterapia para o 
tratamento do câncer é o transplante de células tronco alogênico usado para 
tratar neoplasias hematológicas (Li et al, 2013).   
Desde que o anticorpo anti-CD3 foi aprovado, em 1986, para o tratamento 
de doenças autoimunes uma série de outras possibilidades para a imunoterapia 
foi introduzida no mercado para o tratamento do câncer, entre elas estão: 
Rituximabe (anti-CD20), Herceptin (anti-Her2) e Brentuximabe vedotin (anti-CD30) 
(Li et al, 2013). Esse tipo de imunoterapia com drogas conjugadas a anticorpos 
(ADC – do inglês antibody drug conjugates) tem como alvo a ligação com 
antígenos de superfície em células tumorais para promover apoptose da célula 
(Panowksi et al, 2014). O Brentuximabe vedotin tem eficácia comprovada no 
tratamento do LHc refratário/recidivado após TMO (Younes, 2014).  
A imunoterapia marca um novo jeito de tratar o câncer onde o alvo é o 
sistema imune e não o tumor. Descobertas recentes mostram que uma variedade 
de receptores inibitórios pode ser expressa pela célula T para “desligar” a sua 
função efetora (Li et al, 2013). Algumas drogas voltadas a manipulação do 
sistema imune já foram aprovadas para uso como o anticorpo monoclonal anti-
CTLA-4, Ipilimumab (aprovado pelo FDA em 2010) (Hodi et al, 2010) e o anti-
GITR, DTA-1(ainda em ensaios clínicos) (Coe et al, 2010). Enquanto em teoria o 
bloqueio destes receptores poderia levar a um aumento na ativação da imunidade 
antitumoral, a ativação sistêmica de linfócitos T não leva a uma resposta 
antitumoral mais efetiva. Por isso, manipular seletivamente o microambiente 
tumoral parece uma estratégia mais efetiva (Li et al, 2013). Um exemplo de 
manipulação do microambiente é o anticorpo anti-PD1, nivolumabe (Topalian et 
Revisão de Literatura 
 
22 
 
al, 2012). Wolchok et al em 2013 mostraram aumento da resposta antitumoral em 
pacientes com melanoma quando usaram a associação de ipilumumab e 
nivolumabe (Wolchok et al, 2013).  
Outra modalidade de imunoterapia que vem se mostrando promissora é a 
vacina de células autólogas ativas, Sipuleuce-T, utilizada no tratamento do câncer 
de próstata metastático com boa resposta (Kantoff et al, 2010). O efeito 
antitumoral desta nova droga está associado ao aumento de linfócitos T CD8 no 
tumor e ativação de linfócitos T que secretam altos níveis de INF(Saif et al, 
2013). 
Alguns estudos têm sugerido que a depleção de LTR através de uma 
possível reprogramação destas células para TH17 poderia ser uma estratégia de 
imunoterapia antitumoral (Yang et al., 2009). Porém, a complexidade da rede de 
citocinas e de interleucinas envolvidas na diferenciação dos linfócitos T CD4+ 
torna a supressão ou indução destas extremamente complicada. O papel 
supressor da resposta imune antitumoral dos LTR continua sendo um obstáculo a 
ser vencido para o desenvolvimento de vacinas e na imunoterapia para o 
tratamento de tumores (Ondondo et al, 2013). 
Até o presente momento, não há estudos que correlacionaram a presença 
dos LTR e dos linfócitos TH17 no sangue periférico e no microambiente tumoral 
de pacientes com linfoma de Hodgkin clássico ao diagnóstico e após o tratamento. 
  
4. CASUÍSTICA 
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4.1 Recrutamento 
Foram recrutados para este estudo, prospectivamente, 60 pacientes 
diagnosticados com LHc entre março de 2009 e março de 2013 em dois serviços 
de Hematologia distintos da cidade de São Paulo: 32 pacientes atendidos no 
ambulatório de LH da Disciplina de Oncologia Clínica e Experimental (DOCE) da 
Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) e 28 pacientes atendidos no 
ambulatório de LH do Hospital Santa Marcelina (HSM). 
Para este estudo, foram incluídos, também, 19 controles saudáveis (sem 
linfoma de Hodgkin). Estes indivíduos foram recrutados no Banco de sangue do 
Hemocentro da UNIFESP após serem aprovados para doação. 
 
4.2 Banco de dados 
Os dados clínicos e laboratoriais foram inseridos em um banco de dados 
criado especialmente para este estudo no programa Microsoft Office Excel 
(Microsof Corp. Redmond, WA, EUA). O estadiamento clínico foi obtido de dados 
da história clínica, exame físico, métodos radiológicos e avaliação da infiltração da 
medula óssea por meio de biópsia de medula óssea bilateral. Os pacientes foram 
classificados de acordo com a classificação de Ann Arbor e Cotswolds, como no 
quadro 1. Para a estratificação de risco dos pacientes em estadio avançado 
calculamos o IPS conforme o quadro 2. A resposta terapêutica foi caracterizada 
como remissão completa (RC) quando houve ausência de sintomas e sinais de 
doença, detectáveis pelo exame físico e por métodos de imagem, após o término do 
esquema proposto por um tempo mínimo de três meses. Os pacientes foram 
considerados com doença refratária quando recaíram com menos de três meses 
após o término do tratamento ou quando  houve redução da massa tumoral inferior 
a 50% após o término do tratamento. As recidivas foram determinadas por 
reaparecimento de doença após três meses do término do tratamento (Cheson et 
al., 2007). Todos os pacientes com doença recidivada ou refratária foram avaliados 
por PET-CT e nova biópsia do sítio envolvido foi realizada confirmando o 
diagnóstico de LHc. 
Todos os pacientes utilizaram esquema quimioterápico similar (ABVD ou 
BEACOPP) e radioterapia foi aplicada aos pacientes classificados em estadio 
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precoce e/ou com massa bulky (massa >10 cm ou maior que 1/3 do diâmetro do 
tórax.). 
 
4.3 Seleção dos pacientes 
Foram selecionados para este estudo apenas os pacientes que 
preenchiam os seguintes critérios de inclusão: dados clínicos suficientes no 
prontuário, tratamento quimioterápico semelhante (ABVD ou BEACOPP), 
sorologia negativa para HIV, hepatite B e hepatite C, que possuam amostras 
coletadas antes e após o tratamento e que tenham concordado em participar do 
estudo através de assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido 
(Figura 2). 
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Figura 2. Fluxograma de recrutamento dos pacientes e controles saudáveis. 
 IMF: imunofenotipagem; IHQ imunoistoquímica. 
Casuística 
 
27 
 
4.4  Aspectos éticos 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 
UNIFESP sob o número CEP 0905/11 (Anexo 1) e pelo CEP do Hospital Santa 
Marcelina sob o número CEP 25/11 (Anexo 2).  
Os pacientes em acompanhamento no ambulatório de hematologia de 
ambos os serviços com diagnóstico de LHc que concordaram em participar do 
estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) aprovado 
por ambos os CEP (Anexo 3).  
Todos os controles saudáveis que concordaram em participar deste estudo 
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido aprovado no CEP da 
UNIFESP (Anexo 4). 
  
5. MÉTODO 
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5.1 Coleta das amostras 
Amostras de sangue periférico foram coletadas, através de punção venosa 
periférica, dos pacientes recrutados ao diagnóstico e 30 a 120 dias após o término 
do tratamento (quimioterapia e/ou radioterapia quando necessário), totalizando 
um volume de 20 mililitros (mL) por coleta. A amostra foi coletada em tubos 
contendo o anticoagulante ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Uma 
alíquota de sangue anticoagulado foi utilizada para realização de hemograma no 
aparelho ABX Penta DX 120 (Horiba, Ltd., Japão). 
Os blocos de parafina da biópsia do diagnóstico foram armazenados para 
realização de imunoistoquímica. 
 
5.2 Separação de células mononucleares de sangue periférico 
Após a coleta do sangue total em solução anticoagulante, a separação das 
células mononucleares foi realizada utilizando método de centrifugação em 
gradiente de densidade. Aproximadamente 5 a 7 mL da amostra homogeneizada 
foram adicionados a um tubo cônico contendo três mL da solução Ficoll-Paque 
(GE Healthcare, Uppsala, Suécia) com densidade de 1077 e posteriormente 
submetida a centrifugação a temperatura ambiente a uma velocidade de 500g 
durante 30 minutos,  permitindo que as hemácias e granulócitos atravessassem o 
gradiente, depositando-se no fundo do tubo. Na interface entre a solução de 
Ficoll-Paque e o plasma foi formada, então, a camada de células mononucleares, 
possibilitando sua retirada com auxílio de uma pipeta. As suspensões celulares 
foram submetidas a três lavagens com solução salina tamponada (PBS) 
(Invitrogen, São Paulo, Brasil), sendo centrifugadas a 1800rpm durante 5 minutos. 
Após a terceira lavagem, as células mononucleares foram ressuspensas em meio 
de congelamento contendo 90% de soro fetal bovino (Gibco, Invitrogen, São 
Paulo Brasil) e 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) (LGG Biotecnologia, São Paulo, 
Brasil) e transferidas para freezer a 20ºC negativos nas primeiras 24h, sendo 
posteriormente armazenadas em freezer a 80ºC negativos até o 
descongelamento.  
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5.3 Descongelamento e avaliação de viabilidade das células mononucleares 
 As amostras de células mononucleares de sangue periférico utilizadas para 
realização da citometria de fluxo foram descongeladas em banho-maria a 37ºC. 
As células foram lavadas duas vezes com solução de PBS acrescida de 1% de 
soro fetal bovino e centrifugadas a 300g durante 5 minutos. Previamente à 
marcação com os anticorpos monoclonais utilizados para a citometria de fluxo, 
realizamos avaliação da viabilidade da amostra descongelada utilizando o corante 
azul de Trypan (LGG Biotecnologia, São Paulo, Brasil) e contagem das células 
em câmara de Neubauer, ajustando-se a concentração em 10 milhões de células 
por mL. Todas as amostras apresentaram viabilidade acima de 80%.  
 
5.4 Citometria de fluxo 
 Os seguintes anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos foram 
utilizados na quantificação das subpopulações de linfócitos T: CD3 PercP anti-
humano (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), CD4 FITC anti-humano (BD 
Biosciences, San Jose, CA, EUA), CD25 APC anti-humano (BD Biosciences, San 
Jose, CA, EUA), IL-17 PE Proteína recombinante humana (BD Biosciences, San 
Jose, CA, EUA) e FOXP3 PE anti-humano (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) 
e GITR PE anti-humano (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Os marcadores 
FOXP3 e IL-17A apresentam expressão intracitoplasmática, enquanto os demais 
são marcadores de superfície. Os anticorpos utilizados estão sumarizados no 
Quadro 3. 
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Quadro 3: Anticorpos monoclonais utilizados na Citometria de fluxo. 
Anticorpo Fluorocromo Clone Fabricante 
CD3 anti-humano 
CD4 anti-humano 
PerCP 
FITC 
SK3 
RPA-T4 
BD Biosciences 
BD Biosciences 
CD25 anti-humano APC M-A251 BD Biosciences 
FOXP3 anti-humano PE 259D/C7 BD Biosciences 
IL-17A proteína 
recombinante humana  
PE 
 
N49-653 BD Biosciences 
GITR anti-humano PE 110416 R&D Systems 
 
A identificação e quantificação das subpopulações de linfócitos foram 
realizadas por citometria de fluxo, utilizando células mononucleares de sangue 
periférico, conforme descrito acima. 
Após avaliação de viabilidade, 100 µL da amostra foram depositadas nos 
tubos designados para o experimento, seguido da adição de 50µL de soro AB e 
de 5µL dos anticorpos de superfície CD3, CD4, CD25 e GITR (após padronização 
dos mesmos). Após homogeneização, incubou-se a temperatura ambiente por 15 
minutos ao abrigo da luz, seguido de lavagem com dois mL de solução salina 
tamponada (PBS), com centrifugação a 300 g por 5 minutos. As células foram 
então ressuspensas em 500µL de paraformaldeído a 1%. 
 Os marcadores FOXP3 e IL-17A apresentam expressão citoplasmática, 
necessitando de etapa de permeabilização celular para adequada marcação. 
Neste caso, após incubação da amostra com os anticorpos de superfície, 250µL 
de solução permeabilizante (kit Fix/Perm) (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) 
foram adicionados, seguido de nova incubação por 30 minutos. Após esse 
período, realizou-se lavagem com dois mL de solução de lavagem fornecida pelo 
fabricante (kit Fix/Perm) (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). Concluída a etapa 
de permeabilização celular, 5µL do anticorpo monoclonal FOXP3 foram 
adicionados à amostra e incubados durante 30 minutos ao abrigo da luz e a 
temperatura ambiente. As células foram então ressuspensas em paraformaldeído 
a 1% após lavagem com solução salina tamponada (PBS).  
Método 
 
32 
 
 Após a marcação com os anticorpos monoclonais, as amostras foram 
armazenadas a temperatura de dois a 6ºC pelo tempo máximo de 24 horas, até 
realização da aquisição no citômetro de fluxo (FACSCalibur Flow cytometer – BD 
Biosciences, San Jose, CA, EUA). O software BD CellQuest Pro (BD Biosciences, 
San Jose, CA, EUA) foi utilizado para análise. 
 
5.5 Estratégia de análise por citometria de fluxo 
As amostras coletadas foram analisadas por citometria de fluxo para 
quantificação de LTR e LTE entre as células CD3+. A estratégia de análise está 
representada na figura 3. A diferenciação das populações de linfócitos foi feita 
com base em suas características de tamanho e complexidade, sendo analisados 
50.000 a 100.000 eventos. As populações de linfócitos T CD4+FOXP3+, 
CD4+GITR+, e CD4+IL17+ foram definidas baseando-se respectivamente na 
porcentagem de linfócitos FOXP3, GITR e IL17 positivos dentre os linfócitos CD4, 
a população CD4+CD25+FOXP3+ foi definida pela porcentagem de células FOXP3 
positivas dentre as células CD4+CD25+.  
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Figura 3. Estratégia de análise por citometria de fluxo. Para todas as análises a população de 
linfócitos foi definida em um grupo de células CD3
+
 (R1), dentro desta população foi marcado um 
grupo de células onde se encontra a população de linfócitos CD4
+
 (R2). A) Marcadores 
intracelulares FOXP3 e IL17A. Os anticorpos monoclonais intracelulares foram marcados após 
permeabilização das células. A população de células CD4
+
CD25
high
FOXP3
+
 foi definida a partir da 
avaliação das células CD25
high
FOXP3
+
 no gate de CD4
+
. A população de células CD4
+
IL17
+
 foi 
definida pela avaliação de células IL17
+
 dentro do gate CD4
+
. B) Marcador de superfície GITR. A 
população de células CD4
+
GITR
+
 foi definida pela avaliação de células GITR
+
 dentro do gate CD4
+
. 
 
5.6 Construção do TMA (tissue microarray) 
Para otimização do estudo, construiu-se um TMA (“Tissue MicroArray”). 
Os blocos de parafina dos casos selecionados deram origem a uma nova lâmina. 
Esta lâmina foi confeccionada e corada pela técnica da hematoxilina-eosina (HE) 
e a seguir, analisada pelo microscópio óptico, com o objetivo de escolher a área 
com maior concentração de células de RS, e, assim, delimitá-la. A seguir, 
utilizando-se um “tissue microarrayer” (Beecher Instruments, Silver Spring, MD), 
cilindros de 1mm (“cores”) de três áreas distintas do tumor (amostragem em 
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triplicata) foram retirados e transferidos para um bloco receptor. O bloco receptor 
foi cortado em micrótomo rotativo na espessura de 5 µm, colhendo-se material 
com uma fita (“tape”) adesiva e colando-se em lâmina apropriada. As lâminas 
obtidas foram submetidas à irradiação ultravioleta por 30 minutos e mergulhadas 
em solução solvente (TPC), sendo posteriormente secadas à temperatura 
ambiente. Após a secagem, os “tapes” foram retirados e as lâminas imersas em 
banho de parafina, sendo armazenadas a vácuo, em freezer a -20º C, até a 
realização das reações imuno-histoquímicas. 
 
5.7 Imuno-histoquímica 
As reações imuno-histoquímicas foram realizadas pelo método HRP 
(horseradish peroxidase) polimérico livre de biotina. Os passos técnicos 
realizados estão detalhados abaixo: 
 
1 Desparafinização das lâminas por 24 horas em estufa a 60oC. 
2 Imersão em Xilol a 60oC por 20 minutos; Xilol à temperatura ambiente por 
20 minutos; Etanol 100% por 30 segundos; Etanol 95% por 30 segundos; 
Etanol 70% por 30 segundos. 
3 Lavagem das lâminas em água corrente e destilada 
4 Imersão das lâminas em panela de pressão (Eterna®, Nigro) com solução 
tampão citrato 10mM pH 6.0 pré-fervida e fechamento da panela com a 
válvula de segurança aberta.  
5 Após a saída do vapor saturado, colocação da válvula de segurança para 
pressurização total. Contar 4 minutos após esse sinal.  
6 Colocação da panela fechada em água corrente até a despressurização 
total para abertura e retirada das lâminas. 
7 Lavagem em água corrente e destilada. 
8 Bloqueio da peroxidase endógena com H2O2 3%, com 3 trocas de 10 
minutos cada. 
9 Lavagem em água corrente e destilada. 
10 Lavagem com solução salina tamponada com fosfatos (PBS-phosphate 
buffered saline) 10mM pH 7.4 por 5 minutos. 
Método 
 
35 
 
11 Incubação das lâminas com os anticorpos primários diluídos em títulos 
previamente estabelecidos, em tampão PBS contendo albumina bovina 
(BSA) 1% (Sigma, cod # A9647, EUA) e azida sódica 0,1%, por 18 horas a 
4oC em câmara úmida. 
12 Incubação por 30 min a 37° C com Post Primary Block (NovoLink Max 
Polymer cod # RE7260-k, Reino Unido).  
13 Lavagem com tampão PBS com 3 trocas de 3 min cada. 
14 Incubação com o NovoLink Polymer por 30 min a 37° C. 
15 Lavagem em tampão PBS com 3 trocas de 3 minutos cada. 
16 Incubação das lâminas em solução substrato: 100 mg% 3,3’ 
Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) (Sigma, cod# D-5637, EUA); 1 
mL de Dimetilsulfóxido (DMSO); 1 mL de H2O2 6% ); 100 mL de PBS; por 5 
minutos a 37ºC, ao abrigo da luz. 
17 Observação, ao microscópio, nas lâminas controles, o desenvolvimento de 
precipitado castanho-dourado, como produto final da reação. 
18 Lavagem em água corrente e água destilada por 3 minutos. 
19 Contra coloração com Hematoxilina de Harris por 1 minuto. 
20 Lavagem em água corrente e destilada. 
21 Imersão por duas vezes em água amoniacal (hidróxido de amônio 0,5%), 
lavando-se em seguida em água corrente e destilada. 
22  Desidratação das lâminas em Etanol 80% por 30 segundos; Etanol 95% 
por 30 segundos; Etanol 100% por 30 segundos, duas vezes seguidas; Xilol por 
30 segundos, 4 vezes seguidas. 
A tabela 1 relaciona os anticorpos testados por imuno-histoquímica, 
assim como o clone, com suas respectivas diluições e o fabricante. 
 
              Tabela 1. Anticorpos usados nas reações de IHQ no TMA 
Anticorpo Clone Diluição Fabricante 
FOXP3 236A/E7 1:500 AbCam 
IL-17 SPM152 1:200 Neomarkers 
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Após a coloração, as células positivas para FOXP3 foram contadas 
manualmente em microscópio óptico. Foram consideradas positivas aquelas 
células onde era possível identificar o corante marrom no núcleo da célula (Figura 
4). O resultado desta contagem foi expresso em porcentagem de células FOXP3 
positivas para o total de células nucleadas. Este resultado foi dividido em “scores” 
como mostra a tabela 2. O maior “score” observado nas amostras foi 4. Estes 
scores foram agrupados para possibilitar a análise estatística. Score 1 foi 
categorizado como baixa quantificação e os scores 2, 3 e 4 como alta 
quantificação de FOXP3 nas amostras. 
 
Tabela 2. Determinação da quantificação de linfócitos T CD4
+
FOXP3
+
 por imunoistoquímica por 
meio de sistema de pontuação (score). 
 
Contagem Pontos 
 0 - 10% 1 
11 - 20% 2 
21 - 30% 3 
31 - 40% 4 
41 -50% 5 
51 - 60% 6 
61 - 70% 7 
71 - 80% 8 
81 - 90% 9 
91 - 100% 10 
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Figura 4. Fotorepresentação de tecido infiltrado por LHc, de casos do estudo, evidenciando 
coloração imunoistoquímica para o marcador FOXP3. Células com corante marrom no núcleo são 
positivas. Microcopia óptica aumento de 400x. A: Foto ilustrativa de score 1. B: foto ilustrativa de 
score 2. C: Foto ilustrativa de score 3 e D: Foto ilustrativa de score 4. 
A contagem de células positivas para IL-17 não pôde ser realizada 
devido dificuldades técnicas na coloração das células. 
 
5.8 Análise estatística 
Os valores obtidos pelo estudo de cada variável contínua foram organizados 
e descritos através da média e do desvio padrão ou pela mediana e os 
respectivos valores mínimo e máximo. Para as categorizadas foram utilizadas 
freqüências absolutas e relativas. As distribuições foram definidas como não 
paramétricas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov segundo o programa estatístico 
SPSS® versão 17.0 (SPSS® Inc; Illinois, USA). 
 Para a comparação de duas populações amostrais foi utilizado o teste de 
Mann-Whitney e entre três ou mais populações o teste de Kruskall-Wallis. 
Comparações da freqüência de um fenômeno entre grupos de variáveis 
categorizadas foram realizadas com aplicação do teste do qui-quadrado e de 
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exato de Fisher. Nas comparações entre variáveis contínuas dependentes, 
aplicou-se o teste de Wilcoxon e para a verificação da existência de correlação 
entre duas variáveis contínuas independentes, foi utilizado o teste de correlação 
de Spearmann. 
 Em todas as análises adotou-se nível de significância estatística inferior a 5% 
(p<0.05). 
  
6. RESULTADOS 
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Este estudo é prospectivo e incluiu 46 pacientes com Linfoma de Hodgkin 
clássico (LHc) diagnosticados entre 2009 e 2013, com mediana de tempo de 
seguimento de 27 meses variando entre 4 e 54 meses. Além disso, incluiu 19 
controles saudáveis. 
 
6.1 Características clínicas 
Esses pacientes tinham mediana de idade 33 anos, 34 (74%) tinham idade 
igual ou menor que 45 anos e 25 (54%) eram do sexo masculino. Enquanto os 
controles tinham mediana de idade de 30 anos, 95% tinham 45 anos de idade ou 
menos e 63% eram do sexo feminino (Tabela 3).  
 
Tabela 3. Distribuição dos pacientes com LHc e controles segundo idade e sexo  
 
Variável Categoria 
Paciente Controle 
n (%) n (%) 
Sexo 
Feminino 21 46 12 63 
Masculino 25 54 7 34 
Idade 
≤45 34 74 18 95 
>45 12 26 1 5 
 
Verificou-se, também, que a maioria apresentava sintomas B (n 37; 80,4%), 
foi classificada como LHc subtipo esclerose nodular (n 36; 78,3%), tinha doença 
avançada (n 29; 63%), possuía massa Bulky (n 25; 54,3%) e apresentava níveis 
de VHS e de albumina alterados (n 37; 80,4% e n 32 ; 72,7%, respectivamente). 
Com relação ao IPS, para aqueles pacientes em que este índice foi calculado, 14 
(46,7%) tinham IPS maior ou igual a 3. Dezenove (42,2%) pacientes tinham LHc 
EBV relacionado (Tabela 04).  
Todos os pacientes foram tratados com intuito curativo: 42 pacientes 
(91,3%) foram tratados com protocolo quimioterápico ABVD e quatro (8,7%) com 
BEACOPP, além disso, 37 pacientes (80,4%) foram tratados com quimio e 
radioterapia (Tabela 04). 
Dos pacientes incluídos neste estudo nove (19,6%) apresentaram doença 
refratária/recidivada e seis (13%) morreram durante o tratamento (tabela 4). Não 
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houve correlação entre as características clínicas dos pacientes e a recidiva 
(Tabela 5). 
 
Tabela 4. Distribuição dos pacientes com LHc segundo características clínicas.  
 
 
Categoria N % 
Sexo Feminino 21 45,7 
  Masculino 25 54,3 
Idade >45 34 74 
 
≤45 12 26 
Sintomas B sem 9 19,6 
  com 37 80,4 
Tipo Histológico não classificado 2 4,3 
 
esclerose nodular 36 78,3 
 
celularidade mista 3 6,5 
 
depleção linfocitária 2 4,3 
 
rico em linfócitos 1 2,2 
  PTLD 2 4,3 
Estadiamento localizado 17 37,0 
  avançado 29 63,0 
IPS baixo 16 53,3 
  alto 14 46,7 
Doença Bulky sem 21 45,7 
  com 25 54,3 
EBV não 26 57,8 
  sim 19 42,2 
Quimioterapia ABVD 42 91,3 
  BEACOPP 4 8,7 
Radioterapia não 9 19,6 
  sim 37 80,4 
Albumina >4 12 27,3 
  ≤4 32 72,7 
VHS <30 9 19,6 
  ≥30 37 80,4 
Recidiva/Refratário não 37 80,4 
  refratário 3 13,08 
 recidivado 6 6,52 
Óbito não 40 87,0 
  sim 6 13,0 
Sintomas B: Febre, perda de peso >10% em 6 meses e sudorese noturna;  
IPS: international prognostic score; EBV: Vírus Epstein-Barr; VHS: Velocidade de hemossedimentação. 
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Tabela 5. Correlação entre as características clínicas dos pacientes e a recidiva. 
 
Recidiva 
 
Categoria 
Não Sim 
Total p 
 n % n % 
Sexo 
F 17 81 4 19 21 
0.67 
M 20 80 5 20 25 
Idade 
≤45 21 72,4 8 27,6 29 
0.83 
>45 12 70,5 5 29,5 17 
Sintomas B 
com 29 18,4 8 21,6 37 
0.64 
sem 8 88,9 1 11,1 9 
Estadio 
Localizado 14 82,4 3 17,6 17 
0.74 
Avançado 23 79,3 6 20,7 26 
IPS 
<3 14 87,5 2 12,5 16 
0.61 
≥3 10 71,4 4 28,6 14 
Bulky 
não 17 81 4 19 21 
0.47 
sim 20 80 5 20 25 
EBV 
não 21 80,8 5 19,2 26 
0.86 
sim 15 78,9 4 21,1 19 
VHS 
<30 6 66,7 3 33,3 9 
0.18 
≥30 31 83,8 6 16,2 37 
Albumina 
>4g/dl 8 66,7 4 33,3 12 
0.20 
≤4g/dl 27 84,4 5 15,6 32 
Sintomas B: Febre, perda de peso >10% em 6 meses e sudorese noturna;  
IPS: international prognostic score; EBV: Vírus Epstein-Barr; VHS: Velocidade de hemossedimentação. 
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6.2 Imunofenotipagem 
6.2.1 Análise dos marcadores imunofenotípicos ao diagnóstico segundo as 
características clínicas 
Entre as várias características clínicas avaliadas em relação à 
quantificação das subpopulações de linfócitos T a única que atingiu significância 
estatística foi o estadiamento da doença. A quantificação de linfócitos 
CD4+CD25highFOXP3+ foi maior em pacientes com estadio avançado da doença 
(figura 5) (17,32 - 27,12%; p= 0,016), assim como foi a de células T CD4+FOXP3+ 
(figura 6) (17,71 – 26,90%; p=0,05) (Tabela 6).  
 
Figura 5. Gráfico da comparação da quantificação de linfócitos T CD4
+
CD25
high
FOXP3
+
 ao 
diagnóstico em relação ao estadiamento da doença. No gráfico os valores expressos na ordenada 
x10
2
. 
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Figura 6. Gráfico da comparação da quantificação de linfócitos T CD4
+
FOXP3
+
 ao diagnóstico em 
relação ao estadiamento da doença. 
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Tabela 6. quantificação das subpopulações de células T segundo estadiamento da doença. 
 
 
Estadiamento n Mediana p 
CD4+ localizado 17 57,34 
0,09 avançado 29 48,04 
total 46   
CD8+ localizado 17 35,40 
0,26 avançado 29 44,31 
total 46   
CD4+/CD8+ localizado 17 1,62 
0,148 avançado 29 1,02 
total 46   
CD4+GITR+ localizado 17 2,03 
0,3 avançado 27 2,30 
total 44   
CD4+FOXP3+ localizado 17 0,82 
0,025 avançado 29 3,63 
total 46   
CD4+CD25highFOXP3+ localizado 17 0,04 
0,016 avançado 29 0,50 
total 46   
CD4+IL17+  localizado 17 0,24 
0,375 avançado 29 0,49 
total 46   
CD4+GITR+/CD4+IL17+ localizado 17 15,71 
0,412 avançado 26 5,91 
total 43   
CD4+CD25highFOXP3+/CD4+IL17+ localizado 17 0,32 
0,08 avançado 29 0,84 
total 46   
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A presença do vírus EBV não mostrou significância estatística em relação à 
quantificação das subpopulações de linfócitos T CD4+ (Tabela 7). 
 
Tabela 7. Presença do vírus EBV segundo quantificação de subpopulações de linfócitos T 
 
 
EBV n Mediana p 
CD4+ negativo 26 40,81 
0,124 positivo 19 54,72 
total 45   
CD8+ negativo 26 44,36 
0,765 positivo 19 40,00 
total 45   
CD4+/CD8+ negativo 26 0,92 
0,215 positivo 19 1,25 
total 45   
CD4+GITR+ negativo 25 2,30 
0,414 positivo 19 1,80 
total 44   
CD4+FOXP3+ negativo 26 1,89 
0,991 positivo 19 2,60 
total 45   
CD4+CD25highFOXP3+ negativo 26 0,29 
0,926 positivo 19 0,30 
total 45   
CD4+IL17+  negativo 26 0,29 
0,963 positivo 19 0,67 
total 45   
CD4+GITR+/CD4+IL17+ negativo 24 5,94 
0,826 positivo 19 10,45 
total 43   
CD4+CD25highFOXP3+/CD4+IL17+ negativo 26 0,46 
0,418 positivo 19 0,55 
total 45   
EBV: Vírus Epstein-Barr. 
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Em relação ao VHS não foi observada significância estatística com relação 
à quantificação das subpopulações de linfócitos analisadas (Tabela 8) 
 
Tabela 8. dosagem de VHS segundo quantificação de subpopulações de linfócitos T.  
 
VHS n Mediana p 
CD4+ <30 9 36,00 
0,567 ≥30 37 49,05 
total 46   
CD8+ <30 9 51,28 
0,298 ≥30 37 39,98 
total 46   
CD4+/CD8+ <30 9 0,69 
0,513 ≥30 37 1,12 
total 46   
CD4+GITR+ <30 9 3,77 
0,237 ≥30 35 2,03 
total 44   
CD4+FOXP3+ <30 9 1,20 
0,273 ≥30 37 3,33 
total 46   
CD4+CD25highFOXP3+ <30 9 0,07 
0,076 ≥30 37 `,35 
total 46   
CD4+IL17+  <30 9 0,24 
0,643 ≥30 37 0,41 
total 46   
CD4+GITR+/CD4+IL17+ <30 9 4,46 
0,754 ≥30 34 9,70 
total 43   
CD4+CD25highFOXP3+/CD4+IL17+ <30 9 0,32 
0,152 ≥30 37 0,55 
total 46   
VHS: Velocidade de hemossedimentação. 
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Ao analisar o valor de albumina sérico também não houve significância 
estatística em relação às subpopulações de linfócitos (Tabela 9). 
 
Tabela 9. Dosagem de albumina sérica segundo quantificação de subpopulações linfócitos T  
 
Albumina n Mediana p 
CD4+ >4 12 57,02 
0,635 ≤4 32 48,36 
total 44   
CD8+ >4 12 34,03 
0,206 ≤4 32 43,81 
total 44   
CD4+/CD8+ >4 12 1,44 
0,58 ≤4 32 1,09 
total 44   
CD4+GITR+ >4 11 2,53 
0,786 ≤4 31 2,15 
total 42   
CD4+FOXP3+ >4 12 9,72 
0,166 ≤4 32 1,81 
total 44   
CD4+CD25highFOXP3+ >4 12 0,75 
0,115 ≤4 32 0,22 
total 44   
CD4+IL17+  >4 12 0,72 
0,236 ≤4 32 0,25 
total 44   
CD4+GITR+/CD4+IL17+ >4 11 4,69 
0,07 ≤4 30 13,96 
total 41   
CD4+CD25highFOXP3+/CD4+IL17+ >4 12 0,50 
0,77 ≤4 32 0,52 
total 44   
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6.2.2 Análise dos marcadores imunofenotípicos ao diagnóstico segundo 
recidiva 
Não foi observada relação com significância estatística entre a quantificação 
das subpopulações estudas de linfócitos T CD4+ e a doença refratária/recidivada. 
Esses resultados estão expressos na tabela 10. 
 
Tabela 10. Doença refratária/recidivada segundo quantificação de subpopulações linfócitos T 
 
Recidiva n Mediana p 
CD4+ não 37 50,96 
0,326 sim 9 36,00 
total 46   
CD8+ não 37 42,47 
0,967 sim 9 47,39 
total 46   
CD4+/CD8+ não 37 1,14 
0,43 sim 9 0,69 
total 46   
CD4+GITR+ não 35 2,15 
0,375 sim 9 3,77 
total 44   
CD4+FOXP3+ não 37 2,09 
0,688 sim 9 2,39 
total 46   
CD4+CD25highFOXP3+ não 37 0,30 
0,922 sim 9 0,35 
total 46   
CD4+IL17+  não 37 0,49 
0,792 sim 9 0,24 
total 46   
CD4+GITR+/CD4+IL17+ não 34 8,70 
0,964 sim 9 6,59 
total 43   
CD4+CD25highFOXP3+/CD4+IL17+ não 37 0,55 
0,646 sim 9 0,22 
total 46   
 
6.2.3 Quantificação de LTR e LTE em pacientes ao diagnóstico e controles  
A quantificação de linfócitos T CD4+CD25highFOXP3+ ao diagnóstico não se 
mostrou aumentada em relação ao controles saudáveis (35,24 - 27,58%; p=0,137), 
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porém, a quantificação de células CD4+FOXP3+ (Figura 7) e CD4+GITR+ (Figura 8) 
foi notadamente maior nos pacientes quando comparado aos controles saudáveis 
(36,92 – 23,5%; p=0,009 e 39,63 - 14,3%; p<0,0001 respectivamente). A 
quantificação dos linfócitos efetores (CD4+IL17+) (Figura 9) foi maior nos 
pacientes que nos controles saudáveis (37,91 - 21,11%; p=0,001). Foi analisada, 
também, a razão LTR/LTE e observou-se que não houve diferença entre as 
análises em pacientes e controles. Dados mostrados na tabela 11. 
 
 
Figura 7. Gráfico da comparação da quantificação de linfócitos T CD4
+
FOXP3
+
 ao diagnóstico e 
em controles saudáveis. 
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Figura 8. Gráfico da comparação da quantificação de linfócitos T CD4
+
GITR
+
 ao diagnóstico e em 
controles saudáveis. 
  
 
Figura 9. A: Análise de linfócitos T CD4
+
IL17
+
 por citometria de fluxo em amostra ao diagnóstico. 
B: Análise de linfócitos T CD4
+
IL17
+
 por citometria de fluxo em amostra de controle saudável. C: 
Gráfico da comparação da quantificação de linfócitos T CD4
+
IL17
+
 ao diagnóstico e em controles 
saudáveis. 
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Tabela 11. Quantificação de subpopulações de linfócitos T em pacientes ao diagnóstico e 
controles saudáveis. 
  
n Mínimo Máximo Mediana p 
CD4+ 
pré 46 3,46 89,94 48,72 
0,231 
controle 19 19,75 77,54 54,59 
CD8+ 
pré 46 6,55 71,36 43,06 
0,053 
controle 19 21,49 65,10 39,25 
CD4+/CD8+ 
pré 46 0,34 12,69 1,12 
0,327 
controle 19 0,54 3,55 1,35 
CD4+GITR+ 
pré 44 0,73 10,56 2,2 
<0,0001 
controle 19 0,17 3,23 0,77 
CD4+FOXP3+ 
pré 46 0,04 47,96 2,24 
0,009 
controle 19 0,10 34,35 0,27 
CD4+CD25highFOXP3+ 
pré 46 0,00 12,92 0,31 
0,137 
controle 19 0,10 3,37 0,05 
CD4+IL17+  
pré 46 0,00 11,79 0,36 
0,001 
controle 19 0,10 0,83 0,07 
CD4+GITR+/CD4+IL17+ 
pré 43 0,00 148,50 6,94 
0,454 
controle 19 1,28 144,00 10,86 
CD4+CD25highFOXP3+/CD4+IL17+ 
pré 46 0,00 25,09 0,52 
0,064 
controle 19 0,11 21,00 1 
 
 
6.2.4 Quantificação de LTR e LTE ao diagnóstico e após o tratamento 
Na comparação das amostras ao diagnóstico e após o tratamento 
observou-se que o tratamento do LHc reduz a quantificação de linfócitos T 
CD4+GITR+ (Figura 10) (19,44 - 16,8%; p=0,036) com significância estatística. A 
razão LTR/LTE representada por CD4+GITR+/CD4+IL17+ diminuiu com o 
tratamento (Figura 11) (14,27 - 18,36%; p=0,027). A tabela 12 mostra estes dados.  
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Figura 10. A: Análise de linfócitos T CD4
+
GITR
+ 
por citometria de fluxo em amostra ao diagnóstico. 
B: Análise de linfócitos T CD4
+
GITR
+
 por citometria de fluxo em amostra após o tratamento. C: 
Gráfico da comparação da quantificação de linfócitos T CD4
+
GITR
+
 ao diagnóstico e após o 
tratamento. 
 
 
 
Figura 11. Gráfico da comparação da razão T CD4
+
GITR
+
/CD4
+
IL17
+
 ao diagnóstico e após o 
tratamento. 
  
p=0,036 
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Tabela 12. Quantificação de subpopulações de linfócitos T em pacientes ao diagnóstico e após o 
tratamento. 
  
 
n Mínimo Máximo Mediana  p 
CD4+ 
pré 36 3,46 89,94 48,72 
0,689 
pós 36 7,96 85,63 46,55 
CD8+ 
pré 36 6,55 71,36 43,06 
0,637 
pós 36 12,49 76,73 45,37 
CD4+/CD8+ 
pré 36 0,34 12,69 1,12 
0,875 
pós 36 0,14 6,86 1,07 
CD4+GITR+ 
pré 36 0,73 10,56 2,2 
0,036 
pós 36 0,21 17,54 1,03 
CD4+FOXP3+ 
pré 36 0,04 47,96 2,24 
0,671 
pós 36 0,00 63,03 1,63 
CD4+CD25highFOXP3+ 
pré 36 0,00 12,92 0,31 
0,255 
pós 36 0,00 10,18 1,15 
CD4+IL17+  
pré 36 0,00 11,79 0,36 
0,486 
pós 36 0,02 16,80 0,21 
CD4+GITR+/CD4+IL17+ 
pré 36 0,00 148,50 6,94 
0,027 
pós 36 0,20 194,80 5,25 
CD4+CD25highFOXP3+/CD4+IL17+ 
pré 36 0,00 25,09 0,52 
0,518 
pós 36 0,00 11,60 0,96 
     
  
  
 
6.2.5 Quantificação de LTR e LTE em pacientes após o tratamento e 
controles  
A análise da quantificação de LTR no sangue periférico dos pacientes após 
o tratamento com dos controles saudáveis mostrou que a contagem de linfócitos T 
CD4+FOXP3+ (Figura 12), CD4+CD25highFOXP3+ (Figura 13) e CD4+IL17+ (Figura 
14) é maior nos pacientes que nos controles (32,1 – 24,24%; p=0,009, 31,28 – 
21,79%; p=0,037 e 32,9 - 18,71%; p=0,002) e a razão CD4+GITR+/CD4+IL17+ é 
menor nos pacientes que nos controles (Figura 15) (23,33 – 32%; p= 0,047). Já a 
razão CD4+CD25highFOXP3+/CD4+IL17+ não mostrou diferença entre as amostras 
dos pacientes após o tratamento e dos controles. Dados apresentados na tabela 
13. 
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Figura 12. Gráfico da comparação da quantificação de linfócitos T CD4
+
FOXP3
+
 após o 
tratamento e em controles saudáveis.  
 
Figura 13. Gráfico da comparação da quantificação de linfócitos T CD4
+
CD25
high
FOXP3
+
 após o 
tratamento e em controles saudáveis.   
p=0,037 
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Figura 14. Gráfico da comparação da quantificação de linfócitos T CD4
+
IL17
+
 após o tratamento e 
em controles saudáveis.  
 
 
 
 
Figura 15. Gráfico da comparação da razão de linfócitos T CD4
+
GITR
+
/CD4
+
IL17
+
 após o 
tratamento e em controles saudáveis.   
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Tabela 13. Quantificação de subpopulações de linfócitos T em pacientes após o tratamento e 
controles saudáveis.  
 
  
n Mínimo Máximo Mediana p 
CD4+ 
pós 36 7,96 85,63 46,55 
0,184 
controle 19 19,75 77,54 54,59 
CD8+ 
pós 36 12,49 76,73 45,37 
0,468 
controle 19 21,49 65,10 39,25 
CD4+/CD8+ 
pós 36 0,14 6,86 1,07 
0,313 
controle 19 0,54 3,55 1,35 
CD4+GITR+ 
pós 34 0,21 17,54 1,03 
0,148 
controle 19 0,17 3,23 0,77 
CD4+FOXP3+ 
pós 36 0,00 63,03 1,63 
0,009 
controle 19 0,10 34,35 0,27 
CD4+CD25highFOXP3+ 
pós 36 0,00 10,18 1,15 
0,037 
controle 19 0,10 3,37 0,05 
CD4+IL17+  
pós 36 0,02 16,80 0,21 
0,002 
controle 19 0,10 0,83 0,07 
CD4+GITR+/CD4+IL17+ 
pós 33 0,20 194,80 5,25 
0,047 
controle 19 1,28 144,00 10,86 
CD4+CD25highFOXP3+/CD4+IL17+ 
pós 36 0,00 11,60 0,96 
0,405 
controle 19 0,11 21,00 1 
 
 
6.2.6 Coeficiente de correlação entre as subpopulações de linfócitos T 
Foram realizados testes de correlação entre cada subpopulação celular 
estudada. Neste estudo existe uma correlação positiva entre linfócitos T 
CD4+CD25highFOXP3+ e CD4+IL17+ e CD4+CD25highFOXP3+ e CD4+GITR+ o que 
mostra que a quantificação destas células aumenta de forma proporcional. 
Encontrou-se correlação negativa entre linfócitos T CD4+ e CD8+, o que mostra 
que a quantificação destas subpopulações está inversamente relacionada (tabela 
14). 
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Tabela 14. Avaliação da correlação entre as subpopulações de linfócitos T.  
  C. de correlação p 
CD4+CD25highFOXP3+ x CD4+IL17+ 0,57 <0,0001 
CD4+CD25highFOXP3+ x CD4+GITR+ 0,327 0,03 
CD4+ x CD8+ -0,773 <0,0001 
CD4+GITR+ x CD4+IL17+ 0,203 0,185 
C.de correlação=coeficiente de correlação. 
 
6.3  Tissue Microarray 
6.3.1 Análise da quantificação de linfócitos T CD4+FOXP3+ no microambiente 
tumoral segundo as características clínicas dos pacientes. 
Para a análise dos resultados da imunoistoquímica os scores foram 
agrupados em duas categorias: Baixa e Alta. 
Não foi observada relação com significância estatística quando 
comparadas as características clínicas dos pacientes com a quantificação de 
linfócitos T FOXP3+ no microambiente tumoral, exceto com relação à presença de 
sintomas B, os pacientes com sintomas B apresentaram quantificação de 
linfócitos CD4+FOXP3+ maior (p=0,032). Também não se verificou relação entre a 
presença destes linfócitos e a recidiva ou o óbito (tabela 15). 
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Tabela 15. Análise da quantificação de linfócitos T CD4+FOXP3+ no microambiente tumoral 
segundo as características clínicas dos pacientes. 
  
                   CD4+FOXP3+ 
 
Categoria 
Alta Baixa 
p 
n % n % 
Sexo feminino 2 22,2 11 55,4 
0,229 masculino 7 77,8 10 44,6 
total 9 
 
21 
 Sintomas B não 5 55,6 3 14,3 
0,032 sim 4 44,4 18 85,7 
total 9 
 
21 
 Estadiamento localizado 4 44,4 9 42,9 
1 avançado 5 55,6 12 57,1 
total 9 
 
21 
 IPS baixo 3 60 5 41,7 
0,62 alto 2 40 7 58,3 
total 5 
 
12 
 Doença Bulky não 5 55,6 8 38,1 
0,443 sim 4 44,4 13 61,9 
total 9 
 
21 
 EBV negativo 5 62,5 11 52,4 
0,697 positivo 3 37,5 10 47,6 
total 8 
 
21 
 VHS ≤30 2 22,2 4 19 
1 >30 7 77,8 17 81 
total 9 
 
21 
 Albumina >4 3 33,3 6 66,7 
0,642 ≤4 4 20 16 80 
total 7 
 
22 
 Recidiva/Refratária não 8 88,9 17 81 
1 sim 1 11,1 4 19 
total 9 
 
21 
 Óbito não 9 100 19 90,5 
1 sim 0 0 2 9,5 
total 9 
 
21 
 Sintomas B: Febre, perda de peso >10% em 6 meses e sudorese noturna; IPS: international prognostic score;  
EBV: Vírus Epstein-Barr; VHS: Velocidade de hemossedimentação. 
 
Resultados 
 
60 
 
6.3.2  Análise da quantificação de linfócitos T CD4+FOXP3+ por IHQ e dos 
marcadores imunofenotípicos. 
Não foi observada relação entre a quantificação de linfócitos T 
CD4+FOXP3+ por IHQ e as subpopulações de linfócitos T estudadas. Porém foi 
verificada significância estatística entre a quantificação de linfócitos T 
CD4+FOXP3+ no microambiente tumoral quando comparado com a razão 
CD4+GITR+/CD4+IL17+ circulante (Tabela 16). 
 
Tabela 16. Comparação entre a quantificação de LTR e LTE em sangue periférico por 
imunofenotipagem e no microambiente tumoral por imunoistoquímica. 
 
 
FOXP3+ Mínimo Máximo Mediana p 
CD4+ alto 30,95 65,76 53,44 
0,874 
  baixo 22,04 89,94 48,04 
CD8+ alto 24,17 65,48 36,50 
0,839 
  baixo 7,05 71,00 44,31 
CD4+/CD8+ alto 0,47 2,50 1,49 
0,769 
  baixo 0,34 12,69 1,08 
CD4+GITR+ alto 0,76 4,65 1,55 
0,203 
  baixo 0,73 10,95 2,3 
CD4+FOXP3+ alto 0,18 44,89 3,33 
0,287 
  baixo 0,04 47,96 1,77 
CD4+CD25highFOXP3+ alto 0,00 4,14 0,18 
0,874 
  baixo 0,00 12,92 0,3 
CD4+IL17+  alto 0,00 11,79 0,88 
0,103 
  baixo 0,02 4,33 0,16 
CD4+GITR+/CD4+IL17+ alto 0,00 19,00 1,36 
0,018 
  baixo 0,17 148,50 17,25 
CD4+CD25highFOXP3+/CD4+IL17+ alto 0,00 6,18 0,17 
0,065 
  baixo 0,00 25,09 0,96 
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A progressão do LHc depende, em grande parte, de alterações 
imunológicas que colaboram para a proliferação e manutenção da célula 
neoplásica de RS. A variedade de mecanismos já propostos sugere que uma 
combinação de diferentes processos imunológicos seja responsável por esse 
escape das células de RS. Entre eles está o desequilíbrio entre o sistema imune 
efetor e o regulador.  
No atual estudo foi verificado o desequilíbrio entre as subpopulações de 
LTR e LTE em pacientes com linfoma de Hodgkin comparados a controles 
saudáveis. Foi observado, também, o efeito do tratamento nestas populações de 
linfócitos T CD4+. O desequilíbrio imune no LH já foi descrito anteriormente, mas o 
melhor entendimento dos diferentes processos imunológicos responsáveis pelo 
escape das células de Reed-Sternberg do ataque imune é fundamental para 
possibilitar o delineamento de novas terapias. 
A população analisada é composta de 46 pacientes com LHc. A mediana 
de idade é de 33 anos e 25 são do sexo masculino. A maioria dos casos 
apresenta LHc subtipo histológico EN e doença avançada ao diagnóstico o que 
está de acordo com a literatura. Em estudo com população brasileira realizado por 
Souza et al em 2010, verificou-se mediana de idade de 30 anos, 57% dos 
pacientes eram do sexo masculino, 62% tinham doença avançada ao diagnóstico 
e 70% dos LHc eram do subtipo histológico EN (Souza et al, 2010). 
A incidência de LHc EBV relacionado varia muito na literatura (30 a 100% 
de incidência) de acordo com a região geográfica e as condições sócio 
econômicas (Souza et al, 2011). O EBV foi detectado nas células de RS em 42% 
dos pacientes no presente estudo. O que está de acordo com estudo de Assis et 
al que mostraram positividade do EBV nas células de RS em 43% dos pacientes 
(Assis et al, 2012), assim como no estudo de Souza et al (Souza et al, 2010).  
Nove pacientes incluídos no presente estudo apresentaram recidiva da 
doença e seis morreram durante o tratamento. Essa porcentagem de recidiva e 
óbito é superior a observada em estudo de Azambuja et al, em 2011 (recidiva 
12% e óbito 3%) (Azambuja et al, 2011). 
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Beyer et al, em seu estudo de 2005 com pacientes com LLC, mostraram 
que existe associação entre a frequência aumentada de LTR (tanto 
CD4+CD25highFOXP3+ quanto CD4+GITR+) e doença em estádio avançado. 
Mesmo resultado observado por Bouchliou et al em estudo com portadores de 
síndrome mielodisplásica (Bouchliou et al, 2011). O que está de acordo com os 
dados aqui apresentados que mostram que o aumento de linfócitos T 
CD4+CD25highFOXP3+ está associado a doença avançada em portadores de LHc. 
Entretanto, Assis et al em 2012, não mostraram relação entre expressão de LTR e 
estádio avançado da doença nos pacientes com LHc avaliados assim como 
Schreck et al em 2009. Porém, estas análises foram realizadas no microambiente 
tumoral e não no sague periférico, mostrando que talvez exista uma diferença 
entre o equilíbrio imune no sangue e no tumor. Contudo, o número reduzido de 
pacientes recrutados para esse estudo certamente influencia estes resultados. 
Assis et al mostraram que a presença do vírus EBV nas células de RS está 
associada ao maior número de LTR no microambiente tumoral. Quando avaliada 
a relação do EBV com os LTR e LTE circulantes na análise aqui apresentada não 
se observou esta correlação. 
Há 15 anos, Hasenclever e Diehl já mostraram que altos níveis de VHS ao 
diagnóstico influenciam negativamente a sobrevida livre de progressão dos 
pacientes com LHc. Além disso, em 1982, a Organização Européia para Pesquisa 
e Tratamento do Câncer (EORTC) definiu o VHS como fator prognóstico na 
doença localizada (Tubiana et al, 1989). No presente estudo não se verificou 
correlação entre o VHS medido dos pacientes ao diagnóstico e a quantificação 
LTR ou LTE nas amostras coletadas ao diagnóstico.  
Recentemente foram realizados estudos que avaliaram o impacto da 
frequência de LTR no microambiente tumoral de pacientes com LHc na sobrevida. 
Tzankov et al, em 2008, mostraram que a maior quantificação de linfócitos T 
CD4+CD25highFOXP3+ no microambiente tumoral pode influenciar positivamente a 
sobrevida de pacientes com LHc. Álvaro et al observaram resultados 
semelhantes, quando mostraram que um menor número de LTR no 
microambiente do LHc se correlaciona com pior prognóstico (Álvaro et al, 2005). 
Em contrapartida, Assis et al, em 2012, em estudo com 130 pacientes, não 
Discussão 
 
64 
 
demonstraram influência do aumento de LTR no microambiente tumoral no 
prognóstico de pacientes com LHc (Assis et al, 2012). Na análise aqui 
apresentada não foi verificada relação da quantificação de LTR ou LTE no sangue 
periférico de pacientes com LHc com doença refratária/recidivada ou óbito. Ao 
contrário, Glowala-Kosinska et al, em 2013, mostraram que pacientes com linfoma 
não Hodgkin difuso de grandes células B (LNH DGCB) com número reduzido de 
linfócitos T CD4+CD25highFOXP3+ no sangue periférico tem menor chance de 
alcançar resposta completa ao tratamento e menor sobrevida livre de eventos 
(Glowala-Kosinska et al, 2013).  
Apesar das células TH17 terem sido estudadas intensamente nas doenças 
autoimunes e infecciosas, existem poucos estudos mostrando o seu papel nas 
doenças neoplásicas. Yang et al em 2009, realizaram estudo que mostrou que as 
células malignas dos linfomas B modificam o equilíbrio entre os LTR e LTE 
resultando em um microambiente profundamente inibitório (Yang et al, 2009). Em 
2013, Hus et al demonstraram que as células TH17 parecem ter papel benéfico 
em pacientes com leucemia linfocítica crônica (Hus et al, 2013), o que não foi 
observado em relação aos LTE nessa análise. Porém, os resultados aqui 
apresentados não permitem determinar se a quantificação de LTR e/ou LTE é 
preditiva de sobrevida no LHc visto que o tempo de seguimento destes pacientes 
é muito curto e a amostra é pequena. Peng et al também não obtiveram sucesso 
em demostrar relação entre os LTR e a sobrevida de pacientes com LNH de 
células NK/T devido ao número reduzido de indivíduos incluídos no estudo (Peng 
et al, 2011). 
Glowala-Kosinska et al verificaram, também, que a frequência de LTR 
circulante é menor em pacientes com LNH DGCB que em controles saudáveis 
(Glowala-Kosinska et al, 2013). O oposto aconteceu no presente estudo, onde o 
número de LTR é maior nos pacientes que nos controles saudáveis. Quando 
comparadas as amostras ao diagnóstico com as dos controles saudáveis 
verificou-se que as células T CD4+GITR+ tiveram expressão significativamente 
maior nos pacientes, assim como a população CD4+FOXP3+. O mesmo 
observado em 2011, por Peng em pacientes portadores de LNH de células NK/T e 
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por Giannopoulos et al, em estudo com pacientes com mieloma múltiplo (Peng et 
al, 2011 e Giannopoulos et al, 2012). 
Estudos realizados com pacientes portadores de leucemia mielóide aguda 
e leucemia linfocítica crônica mostraram que os eventos imunológicos que 
decorrem do tratamento e/ou da diminuição da carga tumoral podem ser 
relevantes para o desfecho da doença (Ersvaer et al., 2010; Beyer et al., 2005). 
Ao avaliar, no presente trabalho, a quantificação de LTR e LTE ao diagnóstico e 
após o tratamento observou-se que o tratamento reduz a frequência de linfócitos 
T CD4+GITR+. Estes achados podem caminhar no sentido do desenvolvimento de 
terapias alvo contra o LHc como o anticorpo monoclonal anti-GITR, DTA-1, 
descrito por Coe et al, em 2010, como uma droga eficaz contra tumores em 
cobaias (Coe et al, 2010). Nenhum trabalho avaliou a expressão de CD4+GITR+ 
em sangue periférico antes e após o tratamento em pacientes com LHc.  
Foi observado que o tratamento aumenta a razão LTR/LTE. Schreck et al, 
em 2009, avaliaram a razão LTR/TH2 e mostraram que o desequilíbrio destas 
duas populações, com aumento de LTR sobre o TH2, diminui a sobrevida global 
de pacientes com LHc. Contudo, não existem trabalhos que tenham avaliado a 
relação LTR/LTE no LHc.  
Os resultados da análise das amostras após o tratamento com as dos 
controles saudáveis mostram que a restauração imune no paciente com linfoma 
de Hodgkin após o tratamento quimio e radioterápico é lenta. Isso pode ser 
observado tanto nas subpopulações de LTE quanto de LTR. O tempo de 
seguimento curto desta amostra não permitiu a realização de nova análise com 
maior intervalo após o tratamento. Isto seria essencial para a verificação do 
período necessário para a restauração imune e se este tempo estaria implicado 
na recidiva da doença. 
Nesta análise realizou-se um teste estatístico de correlação entre as 
populações celulares avaliadas. Este teste tem o objetivo de verificar se o 
comportamento de uma subpopulação está relacionado à outra. Como esperado, 
observou-se que as duas subpopulações de LTR avaliadas aqui caminham juntas, 
assim como os linfócitos CD4+ e CD8+ tem frequências opostas. Porém, é 
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interessante notar que os LTR se comportaram de maneira semelhante aos LTE, 
ou seja, quando uma população aumentou a outra acompanhou este aumento. A 
princípio, a hipótese deste estudo era de que estes linfócitos, que tem função 
oposta, se apresentariam com quantificação divergente, até por que, uma das 
funções dos LTR é suprimir a proliferação de LTE por meio da indução de 
senescência destas células (Ye at al, 2012). Porém, é importante lembrar que os 
resultados aqui apresentados foram obtidos em amostras de sangue periférico e 
não em material de biópsia, o que difere da maioria dos estudos em LHc e pode 
indicar que o desequilíbrio imune encontrado nos pacientes com este linfoma se 
apresenta de maneiras diferentes no microambiente e no sangue. Não obstante, 
vale ressaltar que a quantidade de indivíduos incluídas neste estudo é pequena e 
pode influenciar os resultados. 
Com o intuito de determinar se os LTR e LTE tem comportamento 
semelhante no sangue periférico e no microambiente tumoral, foi realizada análise 
da quantificação destas populações nas amostras de biópsias por 
imunoistoquímica. Por dificuldades técnicas só foi avaliada a subpopulação 
FOXP3.  
Foi observada correlação da quantificação, por imunoistoquímica, de 
linfócitos CD4+ com o estadiamento dos pacientes, porém não se obteve 
significância estatística entre a presença destas células no microambiente com a 
doença refratária/recidivada ou o óbito. Assis et al também não demonstraram 
correlação entre a quantificação de linfócitos CD4+FOXP3+ no microambiente 
tumoral com a sobrevida de pacientes com LHc, mesmo com uma amostra com 
tamanho substancial (Assis et al, 2012). Entretanto, Koreish et al, mostraram que 
quanto menor for a quantificação destes linfócitos no microambiente pior o 
prognóstico de pacientes com LHc (Koreish et al, 2010). Enquanto Tzankov et al, 
em 2008, mostraram que a maior quantificação de linfócitos T 
CD4+CD25highFOXP3+ no microambiente tumoral pode influenciar positivamente a 
sobrevida destes pacientes.  
Liyanage et al, em 2002 mostraram que a frequência de LTR está 
aumentada em sangue periférico e no microambiente de pacientes com 
adenocarcinoma de pâncreas e mama, assim como Miller et al, em 2006, em 
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pacientes com câncer de próstata. He et al, em 2011, mostraram que os linfócitos 
TH17 circulantes estão aumentados em pacientes com câncer de pâncreas assim 
como no microambiente. Contudo, estes estudos não compararam a frequência 
destes linfócitos no sangue periférico com a quantificação de LTR e LTE no 
microambiente. No presente estudo foi realizada comparação entre as 
subpopulações de linfócitos T no sangue periférico e a quantificação de células 
CD4+FOXP3+ no microambiente, não mostrando relação entre estes 
compartimentos. Mais uma vez a reduzida quantidade de amostras incluída para 
análise pode ter influenciado estes resultados.  
O impacto dos LTR na sobrevida de pacientes com LHc ainda é 
controverso, e mais estudos precisam ser realizados para um melhor 
entendimento do papel destas subpopulações de Linfócitos T na patogênese dos 
linfomas. Apesar das limitações os resultados deste estudo trazem dados inéditos 
na literatura, como a frequência aumentada de linfócitos TH17 no sangue 
periférico de pacientes com LHc, a redução das subpopulações de LTR  e 
aumento da razão LTR/LTE circulantes após o tratamento dos pacientes com LHc 
e a falta de correlação entre os LTR circulantes e no microambiente tumoral. 
Outros estudos envolvendo casuística e tempo de seguimento maiores são 
necessários para confirmar estes dados. 
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1. Houve correlação positiva e significante entre a quantificação de LTR e o 
estadiamento avançado da doença. 
2. Não houve correlação da quantificação de LTR e LTE no sangue periférico 
com a presença do vírus EBV nas células de RS. 
3. Houve diferença com significado estatístico entre a quantificação de LTR e 
LTE circulantes nos pacientes e nos controles. 
4. O tratamento quimio e radioterápico diminui a quantificação de LTR 
circulantes. 
5. Houve correlação positiva entre a quantificação de LTR no microambiente 
tumoral e a presença de sintomas B ao diagnóstico. 
6. Não houve correlação entre a quantificação de LTR no microambiente 
tumoral e a presença do vírus EBV nas células de RS. 
7. Não houve correlação entre a quantificação de LTR e LTE em sangue 
periférico e a quantificação de LTR no microambiente tumoral de pacientes 
com LHc. 
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Durante a elaboração deste projeto muitas dificuldades foram enfrentadas 
que mudaram o rumo da pesquisa. Por se tratar de estudo prospectivo o tempo 
de seguimento alcançado não foi satisfatório para a análise de sobrevida já que 
os indivíduos foram recrutados em diferentes períodos da análise. Além disso, o 
processo de recrutamento dos indivíduos incluídos passou por duas etapas: ao 
diagnóstico e após o tratamento. Durante esta seleção perdeu-se algumas 
amostras após o tratamento por recusa do paciente em continuar no estudo e por 
tempo para o término do tratamento acima do possível para participação no 
estudo. Como estes pacientes foram tratados em serviços públicos de saúde, as 
dificuldades enfrentadas para a conclusão do tratamento foram inúmeras, o que 
culminou com amostras coletadas em períodos muito distintos após o tratamento, 
variando entre 30 e 120 dias o que pode ter influenciado os resultados. 
Para possibilitar a execução da análise por imunofenotipagem do sangue 
periférico optou-se por realizar separação e congelamento de PBMC. Este 
método, apesar de amplamente utilizado, comprometeu a qualidade das amostras 
e inviabilizou algumas análises. Principalmente das amostras coletadas após o 
tratamento, período em que os pacientes apresentam menor contagem de 
linfócitos circulantes.  
Outro aspecto desta pesquisa que se tornou um obstáculo na realização do 
projeto original foi a dificuldade em obter o material de biópsia dos pacientes. Por 
se tratar de doença diagnostica apenas após a realização de anato-patológico, 
uma parte dos pacientes com LHc recrutados nos serviço terciário de saúde foram 
encaminhados após diagnóstico e o material da biópsia não estava disponível 
para nova análise ou não apresentava a qualidade necessária para a realização 
do TMA. Isto reduziu significativamente o tamanho da amostra analisada por 
imunoistoquímica. Além disso, a proposta inicial desta pesquisa era realizar IHQ 
para avaliação da população LTR e LTE, mas por dificuldades técnicas na 
coloração com anticorpo IL-17 e por não haver tempo suficiente para realizar nova 
padronização da técnica optou-se por não analisar as células TH17 o que mudou 
os objetivos iniciais deste projeto. 
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Os resultados apresentados aqui são fruto de uma pesquisa que reuniu 
pacientes de dois centros importantes no tratamento do LHc na cidade de São 
Paulo. Além das análises apresentadas, esta pesquisa inclui avaliação por 
citometria de fluxo de LTR CTLA4 e CD127 (tese da aluna Joyce M. K. Silva) e 
também de interleucinas pró e anti-inflamatórias pela técnica de LuminexR (tese 
da aluna Priscila Brito). Este é um estudo em andamento. Já foram coletadas, no 
total, 75 amostras de pacientes ao diagnóstico. Os resultados este trabalho 
certamente irão mudar com a ampliação da amostra analisada. 
Futuramente, serão realizados novos estudos envolvendo a avaliação dos 
LTR e LTE no LHc. Será realizada ampliação desta análise por citometria de fluxo 
com novas amostras coletas em diferentes tempos da recuperação imune dos 
pacientes e com maior tempo de seguimento dos mesmos. Além disso, pretende-
se estudar o polimorfismo do gene CTLA-4, a avaliação das subpopulações de 
linfócitos T por RealTime PCR e estudo de outras populações celulares 
envolvidas no desequilíbrio imune característico do LHc. 
Estas pesquisas visam possibilitar o desenvolvimento de novas estratégias 
de imunoterapia e novos marcadores prognósticos para o LHc. Esta busca por 
novos alvos terapêuticos associados à imunologia do LHc é, ao mesmo, tempo 
fascinante e desafiadora. Muitos estudos ainda serão necessários para decifrar 
por completo a complexa rede de interações celulares que forma o sistema 
imunológico humano. 
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ABSTRACT
Abstract 
 
 
Introduction: Classical Hodgkin Lymphoma is the most commom form of 
malignant lymphoma in young adults. This malignancy is curable in 75% of the 
patients. However 25% of individuals with this disease relapse after initial 
treatment. Classical HL is unique amongst lymphoid cancers in that the malignant 
cells, the so called Hodgkin Reed-Sternberg (HRS) cells, make up only 1-5% of 
the tumor. Although scarce, the HRS cells appear to orchestrate an extensive 
tumor microenvironment, permitting the tumor cells to attain the full malignant 
phenotype and evade immune surveillance Regulatory T lymphocyte are important 
modulators of the microenvironment of malignant lymphomas and are able to 
scant the function of effector T lymphocytes. Some authors have described the 
malignant microenvironment to be rich in Tregs and depleted of T effector cells. 
Still, the knowledge of the behavior of these cells in peripheral blood of patients 
with cancer is not well documented. Therefore, understanding the role of the 
immune unbalance in cHL is crucial to identify reliable biomarkers and novel 
therapeutic targets. Aims: Quantify Tregs and effector T lymphocytes in peripheral 
blood and in the microenvironment of cHL patients. Verify if there is association 
between the quantification of Tregs, effector T cells and EBV in the RS cells with 
the outcome of these patients. Methods: We enrolled 60 patients with cHL for this 
study between 2009 and 2013 and 19 healthy controls. Treg and effector T cells 
were evaluated with flow citometry and immunohistochemistry using CD3, CD4, 
CD25, FOXP3, GITR and Il17. Results: Treg and effector T lymphocyte count 
were higher in samples from patients than controls (p=0,009 e p<0,001 
respectively). Treatment reduces the frequency of CD4+GITR+ lymphocytes 
(p=0,0036). CD4+FOXP3+, CD4+CD25highFOXP3+ and CD4+IL17+ frequencies 
were higher in the patients than in the control group (p=0,009; p=0,0037; p=0,002 
and p=0,001 respectively). There was no association between Treg and effector T 
cells in peripheral blood and in the microenvironment. Conclusions: We could 
show a positive correlation between frequency of Tregs in the microenvironment 
and in peripheral blood with advanced stage disease and between patients and 
controls in peripheral blood. There was no correlation between the frequency of 
this cells and the presence of EBV in RS cells. Treatment reduces the frequency 
of Treg and effector T cells. 
 
 
